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Autorsky referat

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. (dale C. m.
subsp. michiganensis) je grampozitivni fytopatogenni bakterie, ktera zpisobuje bakterialni
vadnuti a rakovinu rajéete (Solanum lycopersicum L.). Tato choroba muze byt pti¢inou
znaénych ekonomickych ztrat ve vSech oblastech svéta, kde se rajcata péstuji, a to jak ve
sklenicich, tak i v polnich podminkach. Z divodu velké skodlivosti a nesnadné ochrany
proti tomuto patogenu je C. m. subsp. michiganensis fazen na seznam karanténnich
$kodlivych organismii v Ceské republice a jako karanténni organismus je uveden také
v dalSich statech Evropské unie v ramci EPPO, ve Spojenych statech americkych a mnoha
dalsich statech svéta. Zakladem pro UspéSnost ochrany proti bakterialnimu vadnuti a
rakoving rajcete je v€asna a predevSim spravna diagndza této choroby.

V populaci C. m. subsp. michiganensis se vyskytuji rizn¢ virulentni kmeny, které
S riiznou intenzitou infikuji rostliny rajcete. Hladina virulence tohoto patogena je ovlivnéna
genetickymi, ale i mnoha dal§imi faktory. Poznani téchto faktorti by mohlo iniciovat vyvoj
rychlych a spolehlivych detekénich metod, které by umoznily zpfesnit diagnézu choroby a
zabranit neomezenému Sifeni tohoto patogena.

Pfi kultivaci bakterie C. m. subsp. michiganensis na umélych zivnych médiich
vytvafeji rizné kmeny tohoto patogena kolonie s odlisnou morfologii. C. m. subsp.
michiganensis nejcastéji tvoii lesklé mukdzni neboli fluidni kolonie typické pro tento
poddruh, ale objevuji se i kmeny, jejichz bakteridlni kolonie jsou méné fluidni, tzv.
intermedialni nebo suché a drsné¢ neboli nefluidni. Cilem této prace bylo zjistit, zda
morfologicka variabilita rGznych kmenil tohoto patogena mé vliv na jejich metabolickou
aktivitu a virulenci.

Vybrané kmeny bakterie C. m. subsp. michiganensis byly kultivovany na ztuzeném
zivném médiu, konkrétné na MPA neboli masopeptonovém agaru. Do testi byly
pouzivany ¢tyfdenni kultury jednotlivych kment. Pro posouzeni metabolické aktivity byly
morfologicky odlisné kmeny C. m. subsp. michiganensis podrobeny testovani
mikrobidlnim identifikacnim systémem Biolog Bacteria (Inc. co., USA) s vyuzitim
programu MicroLog ™2 verze 4.01B. Metoda Biolog Bacteria rozliuje bakterie na zakladg
toho, jak vyuzivaji rizné zdroje uhliku. V souladu s identifikaénimi kritérii firmy Biolog
Bacteria byl z celkového poctu 31 prevazné fluidnich kmenti identifikovan pouze 1 kmen

jako Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tedy az na uroven poddruhu.



Dalsich 10 kment bylo identifikovano jako Clavibacter michiganensis, tedy pouze na
uroven druhu a 20 kmeni nebylo identifikovano vibec. Pti vyjadfeni v procentech to bylo
pouze 35,5 % kment identifikovanych alespoii na uroven druhu. Mikrobialni identifika¢ni
systém Biolog Bacteria byl z divodu takto nizké procentuality identifikovanych kment
shledan jako nedostate¢né spolehlivy pro identifikaci C. m. subsp. michiganensis.
Vzhledem ktomu, Ze tato metoda neumoznila spolehlivou identifikaci ani fluidnich
kmenii, nemélo smysl s jejim vyuzitim testovat kmeny nefluidni, které az na vyjimky
vykazuji zpravidla niz§i metabolickou aktivitu nez fluidni kmeny.

Pro ovéfeni vlivu morfologické variability ruznych kmeni C. m. subsp.
michiganensis na jejich virulenci byly provedeny testy patogenity na rostlinach rajcete
nachylné odraidy Sejk. Bakteridlni suspenzi vybranych kmenti patogena byly inokulovany
rostliny rajcat ve fazi 2 — 3 pravych listi. Testy byly vizualné vyhodnocovany 2 tydny po
inokulaci na zaklad¢ symptomi choroby, které byly pozorovany na rostlinach. Intenzita
napadeni rostlin byla hodnocena pomoci ctytbodové stupnice. Pro kazdy kmen byl poté
vypocitan koeficient napadeni a stanovena hladina jeho virulence.

Vysoky stupent napadeni vykazovaly rostliny inokulované fluidnimi kmeny C. m.
subsp. michiganensis, naopak kmeny nefluidni a intermedialni se projevily jako méné
virulentni. Z 11 testovanych kmenta 4 nejvice virulentni kmeny byly fluidni a 4 nejméné
virulentni kmeny byly nefluidni a intermedialni. Mezi hladinami virulence nejvice a
nejméné virulentnich kment byl shledan signifikantni rozdil. Z hlediska morfologie se tedy
fluidni kmeny projevily jako virulentnéj$i nez kmeny nefluidni a intermedidlni. Z toho
bylo vyvozeno, ze morfologicka variabilita rtiznych kment bekterie C. m. subsp.
michiganensis je jednim z faktorti podilejicich se na projevu virulence tohoto patogena.
Jeho celkova hladina virulence je v§ak podminéna mnoha dal§imi faktory, které mohou mit
vliv na vysledky pokusi. Pro potvrzeni zavéru vyvozeného z vysledki této prace by bylo
zapotiebi ovefit vétsi pocet kmenti C. m. subsp. michiganensis s rozdilnou morofologii, a
do testl patogenity by bylo vhodné zaradit naptiklad i dal$i odridy rajcete ¢i zohlednit jiné
faktory ovliviiujici virulenci tohoto patogena.

Porovnanim virulence c¢eskych a zahranicnich kment bylo zjiSténo, ze plvod
kment nemé¢l vliv na hladinu jejich virulence. Stejn¢ tak nebyl prokazan vyznamny vliv

délky uchovavani kment patogena v bakteriologickych sbirkach na stupen jejich virulence.



Abstract

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. (further C. m.
subsp. michiganensis) is a Gram-positive phytopathogenic bacterium, the causal agent of
bacterial wilt and canker of tomato. This disease produces considerable economic losses in
commercial tomato production worldwide. As this pathogen is very harmful and the
effective control measures are lacking, C. m. subsp. michiganensis is recognised as a
quarantine pest in Czech republic and it’s also listed as a quarantine pest in European
union under EPPO, in United States of America and many other countries worldwide. The
effective management of the disease caused by this pathogen is based on the early and
correct diagnosis.

In the natural population of C. m. subsp. michiganensis we recognise the strains
with different degree of virulence, which infect the tomato plants with different intensity.
The virulence level of this pathogen is influenced by genetic and many other factors.
Understanding of these factors could lead to the development of new specific and reliable
diagnostic methods, which would specify the diagnosis of the disease and hamper its
spread.

When cultivated on the agar medium, different strains of C. m. subsp.
michiganensis generate colonies of different morphology. Most of the strains appear as
fluidal (smooth, mucoid). Yet at times also intermediate (less fluidal) and nonfluidal
(rough, nonmucoid) variants appear. The aim of this thesis was to ascertain, if the
morphological variability of different strains of this pathogen influences their metabolic
activity and virulence.

Selected strains of the bacterium C. m. subsp. michiganensis were grown on the
nutrient medium, which was the yeast-peptone-glucose agar. Four days old bacterial
cultures were used for all the tests. Morphologically different strains were tested by the
microbial identification system Biolog Bacteria (Inc. co., USA) using the computer
program MicroLog ™2 version 4.01B. The Biolog Bacteria is a proprietary carbon-source
utilization test methodology. According to the identification standards of Biolog Bacteria
company there was only 1 strain from the total 31 mostly fluidal strains identified as
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis that means up to the subspecies level.
Next 10 strains were identified as Clavibacter michiganensis that means only up to the
species level, and 20 strains were not identified at all. In the percentual formulation it was

only 35,5 % of strains identified at least up to the species level. Regarding such a low



percentual results of the identified strains, the microbial identification system Biolog
Bacteria was found insufficiently reliable for the identificaion of C. m. subsp.
michiganensis. As this diagnostic method didn't provide reliable and correct in
identification of the fluidal strains, it was found not apropriate to use it for testing of the
nonfluidal strains which show even lower level of metabolic activity than the fluidal
strains.

The pathogenicity tests on eggplant were carried out to verify the influence of the
morphological variability of different C. m. subsp. michiganensis strains on their virulence
level. The tomato plants cv. Sejk, susceptible to the bacterial canker, were used for the
experiments. The 2-3 leaves phase plants were inoculated with the different strains of the
pathogen. The experiments were evaluated visually 2 weeks after inoculation. The
evaluation was based on the disease symptoms which appeared on tomato plants. The
disease severity was evaluated using the four-grade scale. Then according to the results,
the virulence level was specified for every tested strain.

The high symptoms level was observed on the plants inoculated with the fluidal
strains, whereas the plants inoculated with intermediate and nonfluidal strains showed less
or no symptoms of the bacterial canker. Of the total eleven strains tested the four most
virulent strains were all fluidal, whereas the four least virulent strains were intermediate or
nonfluidal. The significant difference was found between the virulence level of the most
virulent and the least virulent strains. Regarding the bacterium morphology, the fluidal
strains resulted more virulent that the intermediate and nonfluidal strains. According to this
results, it was concluded that the morphological variability of the different strains of C. m.
subsp. michiganensis is one the factors which influence the virulence of this pathogen.
However, the total virulence level of this bacterium is conditional on many other factors,
which can influence the results of the experiments. For the confirmation of the results of
this theses more tests are needed, which would analyse higher number of morphologically
different strains of C. m. subsp. michiganensis. A different tomato variety and other factors
which influence the virulence of this pathogen should be included in the following
experiments.

Comparing the virulence level of Czech and foreign strains of C. m. subsp. michiganensis
it was found out that the origin of the strains didn’t affect their virulence. It was also found
out, that the virulence level of this bacterium is not significantly influenced by the storage

length of the pathogen strains in the bacteriological collections.
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1 Uvod

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. (dale C. m. subsp.
michiganensis) je grampozitivni fytopatogenni bakterie, ktera zpusobuje bakterialni
vadnuti a rakovinu rajc¢ete (Solanum lycopersicum L.). Tento patogen byl poprvé popsan
v Severni Americe (Smith, 1910), kde byla poprvé zaznamenana jim zptisobena choroba na
rajcat. Zpusobuje zna¢né ekonomické ztraty ve vSech oblastech svéta, kde se rajcata
péstuji, a to jak ve sklenicich, tak i Vv polnich podminkach. V nékterych oblastech
dosahovaly ztraty na vynosu pii napadeni raj¢at touto chorobou az 80 %.

Patogen je specializovan na kolonizaci cévnich svazku rajcete, ze kterych pozdéji
pronika i do okolnich parenchymatickych pletiv a skrze praskliny na stonku se dostava az
na povrch rostliny a sekundarné se §ifi. Prvotnim pifiznakem onemocnéni je unilateralni
vadnuti jednotlivych listkii zpefenych listii, které je zpocatku reverzibilni, pozdéji
ireverzibilni. Nésledné¢ dochdzi k vadnuti, usychani a hnédnuti celych listd, stonkli a
nakonec celé rostliny. Pfi napadeni starSich rostlin zptisobuje nekrozy listli a skvrnitost
plodu.

Za hlavni zdroj nadkazy je povazovano infikované osivo a sazenice. Patogen také
prezivd dlouhou dobu v infikovanych rostlinnych zbytcich vpadé a Sifi se 1
kontaminovanym nafadim a nadobami. Chemickou ochranu proti bakterialnimu vadnuti
rajcete lze provadét aplikaci ptipravkl na bazi méd’natych sloucenin, avsak jejich ucinnost
je jen Caste¢na a jejich pouzivani bylo omezeno kviili jejich negativnimu vlivu na zivotni
prostfedi. Rezistentni odriida rajéete neni v soucasnosti na trhu dostupna a tak ochrana
proti této chorobé je zaloZena pfedevSim na pouzivani zdravého certifikovaného osiva a
dodrZzovani preventivnich ochrannych opatieni. Z diivodu velké Skodlivosti a nesnadné
ochrany proti tomuto patogenu je C. m. subsp. michiganensis fazen na seznam
karanténnich $kodlivych organismi v Ceské republice a jako karanténni organismus je
uveden také v dalSich statech Evropské unie vramci EPPO, ve Spojenych statech
americkych a mnoha dalSich statech svéta.

Identifikace a detekce C. m. subsp. michiganensis se provadi riznymi
zpusoby. Rychlymi a senzitivnhimi metodami jsou ELISA, IFA a PCR, které¢ kromée
testovani Cistych kultur, jsou schopny detekovat patogena i v rostlinnych pletivech bez

jeho izolace, avSak tyto metody neumoziuji izolaci patogena, nepodavaji zadné informace
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o Zivotnosti bakterialnich bun¢k a n€kdy mohou poskytovat falesné vysledky. Izolace a
kultivace patogena na umélém zivném médiu a nasledna identifikace podezielych izolatl
pomoci testll patogenity ¢i jinych testi je velmi pracna, ¢asové naroCna a muze byt
komplikovana v dasledku piertastani patogena jinymi mikroorganismy. Vyzkum se
soustied’'uje na vyvoj rychlych, citlivych a specifickych technik pro detekci C. m. subsp.
michiganensis, a to pfedevsim zkoumanim jeho genetického profilu.

V populaci C. m. subsp. michiganensis existuji rizné virulentni kmeny, které
s riznou intenzitou infikuji hostitele. Bylo objeveno, Ze bakterialni bunky tohoto patogena
obsahuji dva plazmidy, které jsou nositeli genil virulence a pro metodu PCR byly vyrobeny
primery zalozené na bazi plazmidovych markert. V bunkach patogena vSak ¢asto dochazi
ke ztrat¢ plazmidl a proto tato metoda neposkytuje vzdy spravné vysledky. Vysledky
genomovych analyz C. m. subsp. michiganensis jsou dale zkoumany s cilem objeveni
dalsich gent spojenych s virulenci této bakterie pro moznost vyvoje novych detek¢énich
metod. Pfedmétem vyzkumu jsou i vlivy dalSich faktorti na virulenci tohoto patogena.
Mezi n¢ patii naptiklad produkce exopolysacharidi bakteridlni buiikou a vliv podminek
vnéjsiho prostredi. Virulence jednotlivych bakteridlnich kment C. m. subsp. michiganensis
by mohla byt spojena i s jejich morfologickymi a biochemickymi vlastnostmi. Tyto

souvislosti jsou zkoumany v této diplomové praci.
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2 Literarni prehled

2.1 Vynam choroby a geografické rozSireni

Bakterialni vadnuti rajcete zptusobené bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith, 1910; Davis et al., 1984) je povaZovano za nejvyznamnéjsi
bakterialni chorobu rajcat zptsobujici znacné ekonomické ztraty na celém svété (Garteman
et al., 2003). Patogen byl poprvé popsan v Severni Americe a pravdépodobné¢ i jeho ptavod
spada do této oblasti svéta (EPPO A2 List of pests, 2008).

Bakterioza zpusobena Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (dale C. m.
subsp. michiganensis) byla poprvé zjisténa v roce 1909 ve staté Michigan (USA) ve
sklenikové kultufe rajcat, a byla pojmenovana ,,Grand Rapid disease podle jména lokality
jejiho objeveni. N¢kolik let poté, v roce 1914 byla choroba pozorovana v centralni Italii
Vv oblasti Chieti a popsana jako bakterialni vadnuti, pozdéji po jejim dalSim rozSifeni byla
pojmenovana jako ,,bacterial canker (Belli et al., 2007).

Nyni je tato choroba znama pod nazvy Bacterial canker, bird's eye (anglicky),
Chancre bactérien (francouzsky), Bakterienwelke (némecky), Marchitez bacteriana
(§panélsky) a Cancro batterico (italsky) a v Ceské Republice je oznatovana jako
bakterialni vadnuti a rakovina raj¢ete (EPPO A2 List of pests, 2008).

V soucasnosti se toto vazné onemocnéni vyskytuje po celém svéte, ve vSech
oblastech kde se péstuji rajcata (Hazzard et al., 2006).

V Severni Americe se nejvyznamnéjSi epidemie bakteridlniho vadnuti rajcete
zpusobujici ztraty na vynosu az 80 % odehraly v 30. a 80. letech 20. stoleti ve
sttedozapad¢ Spojenych statti a v 60. a 80. letech v Ontariu a Severni Karoling (Gleason et
al., 1993). Vroce 1942 byl patogen C. m. subsp. michiganensis zavlecen z USA
infikovanym i do Velké Britanie (Prokinova, 2001). Posledni vyskyt bakterialniho vadnuti
rajete ve Velké Britanii v soucasné dob¢ byl hlasen v roce 2008 poté, co se tam toto
onemocnéni jiz deset let nevyskytovalo (Vondraskova, 2008). Navzdory vSem ochrannym
opatfenim jsou v soucasné dobé hlaseny vyskyty bakteridlniho vadnuti rajcete v mnoha
statech Evropy (Ledn et al., 2000).

V Izraeli je bakteridlni vadnuti rajéete zndmo od roku 1963 a od té doby se
vyskytovalo sporadicky. K vazné epidemii doslo v roce 2000 v jizni Casti zemé¢, ktera je
hlavni péstitelskou oblasti sklenikovych rajcat a choroba se od té doby rozsitila po celé

zemi, 1 mezi polni rajcata (Kleitman et al., 2008).
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V Turecku se vyskytlo toto onemocnéni vroce 2001, a to Vv Sesti riznych
produkénich podnicich ve vychodni Anatolii. Rozsah napadeni byl téméf stoprocentni a
zpusobil velké ekonomické ztraty (Sahin et al., 2002).

V Ceské republice bylo v poslednich letech bakterialni vadnuti rajéete zjisténo ve
foliovnicich v Otaslavicich v okrese Prostéjov vroce 2007 (Ruzicka, 2007) a bylo i
laboratorné potvrzeno u rajcat u soukromého péstitele v Lipiianech v okrese Pierov v roce
2008 (Razicka, 2008).

Vyskyt bakteridlniho vadnuti rajcete je vzhledem k provadénym karanténnim
opatfenim relativné vzacny, avSak objevi-li se tato choroba v porostu, jeji dusledky byvaji
velmi ni¢ivé a obtizné se eradikuje z mista vyskytu. Ztraty na vynosech se pohybuji mezi
10 — 30 %, vyjimecné dosahuji 1 70 %. K tomuto onemocnéni maji sklon vSechny typy
rajcat, postizeny byvaji polni, ale zejména sklenikové porosty, coz je zplisobeno zejména
vhodnymi podminkami prostfedi pro mnozeni a Sifeni patogena (Gleason et al., 1993).

Bakterie C. m. subsp. michiganensis je na seznamu karanténnich patogent
Evropské a stfedozemni organizace pro ochranu rostlin (EPPO) (Hazzard et al., 2006) a je
uznavana jako karanténni organismus ve statech Evropské unie (European Union, 1995) a

ve Spojenych statech americkych (Kaneshiro et al., 2006).

2.2 Charakteristika a taxonomické zarazeni patogena C. m. subsp.

michiganensis

Erwin F. Smith (1910) poprvé pojmenoval patogena, piivodce bakteridlniho vadnuti
rajCete, jako Bacterium rnichiganense, poté jako Aplanobacter michiganense. Po dalsich
pokusech o pfejmenovani, zahrnujich nazvy jako Pseudomonas michiganensis,
Phytomonas michiganensis, Erwinia michiganensis, and Mycobacterium rnichiganense se
nakonec ustalil nazev Corynebacterium michiganense, ktery byl uznavany témét 50 let.
V 80. letech byl patogen reklasifikovan na zakladé novych poznatkti o sloZeni jeho
bunécné stény a zafazen do rodu Clavibacter a jeho oficialni nazev platny dodnes je
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. (Gleason et al., 1993).

Jednd se o grampozitivni bakterii s tlustsi peptidoglykanovou buné¢nou sténou bez
vngjsi lipoproteinové membrany, patfici do odd€leni Firmicutes, tiidy Thallobacteria,
¢eledi Micrococcaceae a rodu Clavibacter. V tomto rodu jsou zastoupeni typicti ptivodci

vaskularnich okluzi patfici kjedinému druhu Clavibacter michiganensis, vsSichni
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specializovani na kolonizaci cév neboli tracheji rostlin. Pro bakteridlni choroby vzniklé
kolonizaci cév se nékdy pouziva oznaceni tracheobakteridozy (Kidela et al., 2002).

Druh Clavibacter michiganensis je rozdélen do péti poddruhd podle jejich
typickych hostitelt. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus napada brambor, C.
michiganensis subsp. nebraskensis zpasobuje vadnuti kukufice, C. michiganensis subsp.
tesselarius je ptivodce mozaiky listd pSenice, C. michiganensis subsp. insidiosus zptsobuje
vadnuti vojtésky a C. michiganensis subsp. michiganensis, jak jiz bylo uvedeno je

obligatnim patogenem rajcat (Gartemann et al., 2003).

2.3 Morfologie a princip patogenity a virulence bakterie C. m. subsp.

michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. je aerobni,
grampozitivni bakterie fadici se do oddéleni Firmicutes. Jeji buniky jsou tyCinkovité
koryneformni, coz znamena, Ze vykazuji ndznaky vétveni. Jejich velikost se pohybuje
v rozmezi 0,6-0,7 X 1,5-2,5 pm. Optimalni teplota pro jejich rast je 24-27°C, pii teplotach
ptesahujicich 35°C se nevyviji (Belli et al., 2007). Pfi kultivaci na umélém pevném médiu
vytvari vétSina kment typické bakteridlni kolonie Zlutavého zbarveni, vice ¢i méné fluidni,
vyklenuté a s hladkym okrajem (Kaneshiro et al., 2006).

Jako vétsina fytopatogennich bakterii, C. m. subsp. michiganensis produkuje
vysokomolekularni exopolysacharidy (EPS), které maji pro jeji vyvoj vyznamnou funkci.
Kolem bakterialni buiiky vytvaii vodou nasyceny obal a slouZi tak jako jeji ochrana proti
dehydrataci. EPS z divodu jejich kyselé povahy zastavaji roli iontoménici, které privadéji
minerdlni latky a Ziviny k bakterii a chrani ji zachycovanim toxickych latek. EPS dale
zabranuji rozpoznani bakteridlni buiiky rostlinou po priniku do jejich pletiv a rovnéz
blokuji aglutininy a rozkladaji fytoalexiny a reaktivni formy kysliku, ¢imz chrani bakterii
proti reakcim obranného systému rostliny. Pomoci EPS bakterie snadno pfilne
k abiotickym i biotickym povrchiim a tim je ji umoznéna kolonizace rostlinnych pletiv.
Produkce EPS je tak pfedpokladem pro uspéSnou infekci rostliny rajcete a rozvoj choroby.
(Jahr et al., 1999).

EPS spolecné s velkym mnozstvim bakterialnich bunék, které dosahuje az 10° na 1
gram rostlinného pletiva, ucpavaji cévy rostliny rajéete a mohou tim zpiisobit omezeni
pfijmu vody a nasledné vadnuti. Bylo prokazano, ze EPS pusobi i1 jako fytotoxin. EPS

extrahované z bun¢k C. m. subsp. michiganensis zptsobovaly vadnuti fizkt epikotylu
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rajéete a rozkladaly thylakoidni membranu izolovanych chloroplasti. Laboratorné
ptipravené kmeny C. m. subsp. michiganensis, které¢ produkovaly jen 10 % EPS oproti
béznym kmeniim tohoto patogena vSak byly stale schopny kolonizovat pletiva rajcete a
vyvolavaly u nich vadnuti. Z toho bylo vyvozeno, ze produkce EPS neni hlavnim faktorem
patogenity bakterii C. m. subsp. michiganensis (Gartemann et al., 2003).

Bermpohl et al. (1996) ve své studii prokdzali, ze razné slozeni EPS je spojeno se
schopnosti kolonizovat rostlinna pletiva a hraje roli pfi rozpoznani bakterii rostlinou
v ranych stadiich infekce.

Kromé EPS produkuje C. m. subsp. michiganensis velké mnozstvi extracelularnich
enzymi jako celuldzy a pektindzy, které rozkladaji bunécnou sténu hostitelskych bungk,
naru$uji cévni a okolni parenchymatickd pletiva a podileji se tak na rozvoji choroby (Jahr
etal., 1999).

Pro objasnéni pfi¢iny vzniku choroby na molekularni urovni bylo nutné
identifikovat geny C. m. subsp. michiganensis zodpovédné za patogenitu a zjistit vyznam
jejich genovych produkti. VéEtsina kment tohoto patogena obsahuje ve svych butnikach dva
plazmidy oznacené jako pCM1 a pCM2. Bylo zjisténo, ze zména kultivacni teploty z 26 na
32°C zpusobila ztratu obou téchto plazmidi, a tak byl izolovan bezplazmidovy kmen
oznaceny jako CMM100. Tento kmen v testech patogenity na rostlinach nevyvolaval
chorobu, piestoze u néj byla zachovdna schopnost kolonizovat rostlinnd pletiva a
produkovat EPS. Dal$i dva uméle vytvofené kmeny patogena, obsahujici bud’ pouze jeden
nebo pouze druhy plazmid vyvolavaly chorobu rajcete, ale byla u nich pozorovana snizena
virulence a vadnuti se projevilo az po delsi dobé a v mensi mife. Vysoka virulence byla
zachovana pouze u kmenl obsahujicich oba plazmidy. Bylo tak prokazano, Ze oba
plazmidy jsou nositeli genti ovliviiyjicich patogenitu C. m. subsp. michiganensis (Meletzus
etal., 1993).

Bylo zjisténo, ze plazmid pCM1 je nositelem genu celA, ktery koduje endo-B-1,4-
glukanazu. Introdukci genu celA do bunék uméle ziskaného avirulentniho kmene, ktery
neobsahoval tento gen, doslo k obnoveni aktivity celulazy a souc¢asné k obnoveni virulence
bakterialnich bunék. Z toho bylo vyvozeno, ze celuldza kodovana genem celA v plazmidu
pCM1 je jednim z faktori patogenity a je zodpovédna za projevy choroby bakteridlniho
vadnuti rajcete (Jahr et al., 2000).

Klonovanim restrikéniho fragmentu plazmidu pCM2 do bunék bezplazmidového
avirulentniho kmene CMMI100 byl objeven dalsi faktor patogenity, gen oznaceny jako

pat-1 kodujici serin proteazu (Dreier et al., 1997). Zatim neni jasné, jakou roli tento gen
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presné hraje ve vzathu patogena srostlinou. Jim kodovana proteaza zajistuje
pravdépodobné nutricni funkci poskytovanim aminokyselin rozkladem proteind. Jejim
pusobenim by také mohly byt uvolilovany nékteré peptidy vyvolavajici smrt rostlinnych
bunék a mohla by byt faktorem virulence, jelikoz pravdépodobné ovliviiuje obranny
systém rostliny (Hogenhout, Loria, 2008).

Na zaklad¢€ objeveni genu pat-1 vyvinuli Dreier et al. (1997) specifické primery pro
PCR detekci patogena v rostlinnych pletivech. Tato metoda je sice vysoce citliva, avsak je
schopna odhalit pouze virulentni kmeny C. m. subsp. michiganensis a vzhledem k mozné
ztrat€¢ plazmida, které nesou gen pat-1 poskytuje Casto faleSné negativni vysledky
(Kaneshiro, Alvarez, 2001).

Burger et al. (2005) objevili tfi homologni geny ke genu pat-1. Dva z nich se
nachazeji v plazmidu pCM2 a jeden v chromozomu bakterialni buniky C. m. subsp.
michiganesis. Avsak klonovani téchto genti do bun€k avirulentniho kmene CMM100
nezpusobilo obnoveni jejich virulence.

Dals§im prokazanym faktorem patogenity bakterie C. m. subsp. michiganesis je gen
tomA kodujici enzym tomatindzu. Ta rozkladd alkaloid a-tomatin, ktery je produkovan
rostlinou rajéete jako jedna z dulezitych slozek obranného mechanismu proti patogentim.
Timto bakterie blokuje obrannou reakci rostliny rajéete (Hogenhout, Loria, 2008).

Jak jiz bylo zminéno vySe, plazmid pCM2 je pomérné nestabilni a manipulaci
bakterialnich bun€k v laboratornich podminkéach dochazi casto k jeho ztrat€. Gartemann et
al. (2003) zkoumali izolaty kmend piirodni populace C. m. subsp. michiganesis z rtiznych
oblasti a zjistili, Ze 80% z nich tento plazmid obsahovalo. Toto zjisténi poukazuje, Ze
plazmidy tohoto patogena by mohly obsahovat transferovy gen, ktery by bakterii umoznil
znovu ziskat plazmidy od vhodného dérce, poté co doslo k jejich ztraté.

V dalSich pokusech bylo prokazano, Ze v 75 % piipadi bakterie pfijala plazmid
pCM1 a dokonce v 97 % piipadi dokazala pfijmout plazmid pCM2 od vhodnych donord.
Ptestoze se uspéSnost transferu plazmida liSila mezi jednotlivymi kmeny ziskanymi
z riznych oblasti, ztéchto pokusi bylo vyvozeno, ze oba bakteridlni plazmidy maji
schopnost pfesunu in planta a tudiz jsou nositely transferovych genti a maji mobilizacni
schopnosti (Burger, Eichenlaub, 2003).

Fluktuace plazmid nesoucich geny patogenity v populaci C. m. subsp.
michiganesis tak mozna poskytuje moznost regulovat a ptizpisobovat virulenci patogena
za ucelem udrzeni Zivotaschopnosti hostitele a vytvofeni rovnovahy ve vztahu patogena a

hostitelské rostliny (Gartemann et al., 2003).
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Vymeéna genll mezi jednotlivymi populacemi patogena mize byt vyvolana riznymi
podminkami vnéjSiho prostfedi. Zmény v genomu patogena zapficiujici zmény ve
virulenci jsou zplsobeny vystavenim stresovym podminkdm. Témi mohou byt napiiklad
nizké teploty a nedostatek zivin v podminkach vné hostitelskych pletiv, nebo plisobeni
obrannych latek uvnitf pletiv hostitelské rostliny. VSechny tyto podminky, ve kterych je
patogen nucen upravit svij metabolismus upfednostiiujice vlastni preziti pted
rozmnozovanim, mohou aktivovat zmény v genomu patogena vedouci ke zvySeni
virulence (Arnold et al., 2007).

Vysledky genomovych analyz bakterie C. m. subsp. michiganesis jsou dale
zkoumany s cilem objeveni dalSich genl spojenych s patogenitou této bakterie. Dalsi
vyzkum je zapotiebi pro Gplné objasnéni molekularni podstaty této choroby a pro moznost

vyvoje novych metod pro detekci tohoto patogena (Gartemann et al., 2003).

2.4 Hostitelsky okruh bakterie C. m. subsp. michiganensis

Hlavnimi ekonomicky vyznamnymi hostiteli tohoto patogena jsou rajcata
(Lycopersicon esculentum), ale patogenem byly téZ infikovany ostatni Lycopersicon spp. a
plang rostouci rostliny Solanum douglasii, S. nigrum and S. triflorum. Mnoho rostlin ¢eledi
Solanaceae je vnimavych k umélé infekci (Thyr et al., 1973). Stamova & Sotirova (1987)
oznacily téz pSenici, jeCmen, Zito, oves, slune¢nici, vodni meloun a okurku jako hostitele
vnimavé k umélé infekci C. m. subsp. michiganensis.

V regionech Evropské a stfedozemni organizace pro ochranu rostlin (EPPO) je
hlavnim hostitelem rajce, zatimco nékteré nachylné druhy plevelt celedi Solanaceae
mohou slouzit jako potencialni rezervoar tohoto patogena (EPPO A2 List of pests, 2008).

Kudela (2002) jako hostitelské rostliny uvadi rajée a plané rostouci rostliny z rodu
Solanum, napf. lilek ¢erny (Solanum nigrum).

Belli et.al. (2007) uvadéji, ze choroba zpusobena C. m. subsp. michiganensis
postihuje jak sklenikové, tak polni rajcata. Kromé toho patogen napadé i dalsi rostliny
¢eledi Solanaceae, napiiklad Solanum mammosum, S. douglasii, S. nigrum a Nicotiana

glutinosa, které nemaji hospodaisky vyznam, avSak slouzi jako rezervoar tohoto patogena.
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2.5 Priznaky bakterialniho vadnuti a rakoviny rajcete

Symptomy napadeni raj¢ete bakterii C. m. subsp. michiganensis se objevuji na
vSech rostlinnych organech a jsou velmi rozmanité (Calzolari, 1986). Mizeme je rozd¢lit
do dvou skupin na zaklad¢ toho, zda jsou zptsobeny systémovou ¢i lokalni infekei.

Je-li primarnim zdrojem infekce osivo, ¢i dojde-li k poranéni rostliny a priniku
patogena piimo do vaskuldrniho systému, objevuji se nejprve symptomy systémové
infekce, pfedevsim vadnuti. Naopak symptomy lokalni infekce, kterymi jsou predevsim
okrajové nekrozy listi a listova skvrnitost (viz. PFilohy Obr. 5), se objevuji brzy poté, kdy
dojde kinfekci rostliny epifytickym Sifenim patogena skrze ulomené trichomy,
mikroporanéni zplsobend hmyzem nebo piirozenymi otvory, napiiklad hydathodami.
Neékdy se vsak lokalni infekce miiZze vyvinout 1 v systémovou infekci a pozorujeme pak
celou skalu symptomt (Gleason et al., 1993).

Prvnim napadnym piiznakem onemocnéni je vadnuti jednotlivych listkdi na jedné
strané lichozpetfenych listl (tzv. unilateralni vadnuti), které¢ se miskovité zkrucuji, usychaji
a hnédnou (viz. P¥ilohy Obr. 1). Nasleduje vadnuti a usychani celych listi (neztidka jen
na jedné stran¢ stonku), jednotlivych stonkl a nakonec celé rostliny (Cariddi, 1997)

Projevy prvnich ptiznakli choroby se mohou poné¢kud lisit u rostlin péstovanych
V polnich a sklenikovych podminkdch. V polnich porostech byva prvnim piiznakem
usychani Spicek listkli na spodnich listech, které postupné postihne i vySe postavené listy
(viz. PFilohy Obr. 2). Cela rostlina pozvolna usycha, aniz by se objevily ptiznaky vadnuti.
Ve sklenikovych porostech byva prvnim pfiznakem reverzibilni vadnuti objevujici se
Vv horkych dnech. Na listech I1ze pozorovat bil¢, pozdéji hnédé meziZilkové 1éze. Vadnuti se
brzy stava ireverzibilnim a celd rostlina nakonec usyché (Kudela et al., 2002)

Na fezu fapikem a stonkem je patrna diskolorace neboli zezloutnuti az zhnédnuti
cévnich svazkl a okolniho parenchymatického pletiva (viz. PFilohy Obr. 9). Po odlomeni
fapiku miZeme v misté sristu se stonkem pozorovat zhnédlé cévni svazky ve tvaru
podkovy. Pfi stisknuti napadenych fapiki ¢i stonkii vytéka ze ztmavlych pletiv zlutohnédy
bakterialni sliz (Cariddi, 1997). N&kdy jsou v misté cévnich svazkli a privodniho pletiva
dutiny, které zasahuji az k povrchu stonku. Ve spodni ¢asti stonku a v kofenech nebyva
diskolorace cévnich svazkii patrna.

V pokrocilém stadiu choroby jsou né¢kdy na hlavnich zilkdch list, fapicich a
stoncich svétle zbarvené podélné pruhy, pozdéji praskliny (viz. PFilohy Obr. 1), jimiz

vytékd za vlhkého a teplého pocasi na povrch rostliny bakteridlni sliz (exsudat). Pres
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stopku proniké patogen cévnimi svazky do semen a duzniny plodu. Uvnitf téchto ploda se
nékdy vytvoii malé hnédé dutiny (Calzolari, 1986).

Dostanou-li se bakterie z vodivych pletiv pies podélné praskliny na povrch rostliny,
coz v8ak nebyva piili§ ¢asto, mohou sekundarné infikovat listy, stonky a plody a vyvolat u
nich skvrnitost. Na povrchu plodi se objevuji zpocatku vodnaté bélavé, pozdéji hnédé,
slabé vyvySené skvrny s drsnym povrchem, obklopené svétlym dvirkem, nazyvané skvrny
typu ,,ptaci oko*, které neziidka plos$n¢ splyvaji (viz. PFilohy Obr. 4, 6) (Belli et al., 2007;
Gleason et al., 1993). Tyto skvrny jsou velké kolem 3-6 mm v priméru. Na rostlinach jsou
tyto ptiznaky vzacné, ale pokud se objevi, jsou dulezitym voditkem pii diagnoze (Hazzard
et al., 2006).

Listova skvrnitost se vyskytuje za vlhkého pocasi. Zpocatku se objevuji
puchytovité skvrny, které s postupujicim stdfim hnédnou a splyvaji. Infikovand semena
jsou neziidka deformovand a Cernd. Z infikovanych semen vyroste jen pomérné malé
procento rostlin, které mohou pred¢asné odumfiit nebo vykazuji symptomy systémové
infekce. Pokud systémové infikované rostliny neodumiou a zakvetou, kvéty a plody
opadavaji. Pokud neopadnou, jsou bud’ bez napadnych symptomi, nebo jsou bélavé
zbarveny, pfipadné vykazuji bélavou sitovitou kresbu (Kudela et al., 2002).

Pfi identifikaci patogena jen na zdkladé symptomt by mohlo dojit k zdaménam
S jinymi patogeny. Napiiklad systémové vadnuti mize zplsobovat i Verticillium albo-
atrum nebo Fusarium oxysporum, ale v téchto piipadech dien neni odlisné¢ zbarvena a
z€ernani cévnich svazkll v lodyze neni tak napadné. Misto pravého vadnuti se muze
vyskytnout Zloutnuti mezi zilnatinou. V teplych, tropickych a subtropickych oblastech
zpusobuje vadnuti bakterie Ralstonia solanacearum. V tomto ptipadé jsou cévni pletiva
také zCernald, ale pii pfi€ném roziiznuti stonku vytékaji z cévnich svazkl kapénky
bélozluté viskoézni tekutiny. Pokud je €ast stonku ponofena do vody, vytee z xylému
mléény proud (Hazzard et al, 2006) Dalsim piikladem je bakterie Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, ktera zptusobuje skvrnitost papriky a raj¢at. K jeji zaméné s C.
m. subsp. michiganensis na zaklad¢ symptomit by mohlo dojit vrané fazi napadeni
zelenych plodu rajcat, kde ob¢€ bakterie zpisobuji bledé zelené¢ vodnaté okrouhlé skvrny.
V pozdéjsi fazi vyvoje choroby a na zralych plodech vSak jiz 1ze prikazné odlisit skvrny
zpusobené jednotlivymi patogeny. U bakteridlni skvrnitosti jsou skvrny tmavé, vpadlé a na
jejich okrajich je odlupujici se epidermis, kdezto u bakteridlniho vadnuti rajcete
pozorujeme typické skvrny s tmavym stfedem, mirn€¢ vystouplé a obklopené bélavym

kruhem (Gleason et al., 1993; Kudela et al., 2002).
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Komplex symptoml objevujicich se na rostlindich v rzné dobé a na rtznych
mistech je velmi proménlivy a je ovliviiovan pfedevsim staiim rostlin, zplisobem infekce,
nachylnosti odriidy a vnéjSimi podminkami prostiedi. Z toho vyplyva, ze identifikace
puvodce onemocnéni jen na zakladé¢ symptoml nemusi byt vzdy presna (Gleason et al.,
1993).

Pomérmneé spornym aspektem projevu choroby je jeji inkubacni doba, ktera byva
velmi variabilni. Od infekce do doby kdy se projevi prvni pfiznaky u systémového
onemocnéni je dle riznych studii uvadéno 7 az 84 dni. K faktorim, které prodluzuji délku
inkubac¢ni doby, patii nizsi teplota, vysSsi staii rostlin, nizsi nachylnost jednotlivych odrid
K patogenu a niz$i koncentrace inokula (Chang et al., 1992). Dle Kidely (2002) je
inkubac¢ni doba 2-3 tydny a vice a dal$i rozvoj choroby je pozvolny. Od doby kdy se objevi

prvni zjevné ptiznaky, az do odumfeni celé rostliny, mize uplynout 8 tydnt i vice.

2.6 Ekologie a epidemiologie patogena C. m. subsp. michiganensis

Primarnim zdrojem inokula a jednim z hlavnich zdrojii Sifeni ndkazy jsou semena
rajcete. PredevSim jimi se patogen §ifi i na velké vzdalenosti a zpiisobuje vyskyt choroby
V oblastech péstovani rajéat po celém svété (Garteman et al., 2003). Choroba je tedy
obzvlasté vyznamna pro producenty semen rajcat, jelikoZ pravé tato jsou povaZovana za
zdroj primarniho inokula (Leén et al., 2006).

Semena, ve kterych bakterie prezivaji 1 po velmi dlouha obdobi (minimalné 8
mésicl), mohou byt infikovana vnitiné kratce po opyleni, nebo béhem zrani plodu.
Bakterie skrze vaskuldrni systém rostliny pronikne az dovnitf semene a infikuje tak
endosperm a embryo. Rovnéz povrch semene mulze byt kontaminovan bakteriemi
pochazejicimi z 1ézi na povrchu plodi a z dfené plodil (parenchymu perikarpu). Bakterie
tedy byvaji lokalizovany jak uvnitt, tak na povrchu semene a maji schopnost infikovat
mladou rostlinu zevnitt a kolonizovat rostlinné tkdn¢ béhem jejiho ristu. Semena maji tedy
velmi dulezitou epidemiologickou roli (Calzolari, 1986).

Sazenice vyrostlé zinfikovanych semen mohou rychle uvadnout a odumfit.
Zustanou-li na povrchu pole, stavaji se pak zdrojem nékazy pro dalsi rostliny vyrostlé ze
zdravych semen. Z infikovanych semen se vSak mohou vyvinout i rostlinky zdanlivé
zdravé, u kterych se az v pokrocilejsi fazi jejich vyvoje objevi vadnuti a usychani listka a
listdi, coZ jsou prvni typické ptiznaky onemocnéni zaptic¢inéné kolonizaci cévniho systému

(Belli et al., 2007). V tomto piipadé hovotime o latentné infikovanych sazenicich, které
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jsou kromé semen dal$im vyznamnym zdrojem Sifeni choroby i na velké vzdélenosti
(Kidela et al., 2002).

C. m. subsp. michiganensis piezimuje a pieziva na infikovanych rostlinnych
zbytcich a to pomérn¢ dlouhou dobu. Jedna se predevsim o infikované stonky, spiSe nez
listy (Calzolari, 1986). Gleason (1991) uvadi, ze ve stat¢ lowa v USA zpusobily infikované
poskliziiové zbytky epidemii bakteridlniho vadnuti rajcete v néasledné kultuie rajcat, u
kterych tak doSlo ke snizeni vynosu o 27 %. To byl prvni pfimy dikaz, Ze nakaZené
posklizinové zbytky mohou zpiisobit rozvoj choroby a ekonomické ztraty u nésledné
kultury rajcat.

Doba prezivani patogena v posklizinovych zbytcich se lisi podle podminek prostredi
v dané lokalité a podle toho, zda byly zbytky zaorany ¢i ponechany volné na povrchu. Po
zapraveni do plidy se poskliziiové zbytky rychleji rozkladaji a populace patogena preziva
vyrazné krat$i dobu nez u zbytkd ponechanych volné na povrchu (Fatmi, Schaad, 2002).
Gleason et al. (1991) uvadéji 24 meésici jako dobu piezivani patogena v rostlinnych
zbytcich volné na povrchu pole a 7 mésicii ve zbytcich zapravenych do pidy v lowé, USA.
Stejné tak Chang et.al. (1992) ve staté Illinois, USA, udavaji dobu piezivani bakterie ve
zbytcich zapravenych do pidy jako 7 mésicti. Fatmi, Schaad (2002) uvadéji v zavislosti na
lokalité¢ pfezivani patogena v nezapravenych rostlinnych zbytcich 9-27 mésici a 4-18
mésich v zapravenych rostlinnych zbytcich v ptidé.

Jind je situace u pifeZivani patogena ve volné plid¢ bez pfitomnosti rostlinnych
zbytkd, kde preziva pouze 3-6 tydni (Kadela et al., 2002).

Prezivani patogena v poskliziiovych zbytcich v ptdé se stalo vaznym problémem
pfedevSim v oblastech, kde jsou na polich ¢i ve sklenicich intenzivné péstovany
monokultury rajéat (Yogev et al., 2009). Naptiklad v regionu Besor v Izraeli jsou rajcata
péstovana ve sklenicich a pod folii vysazovana dvakrat ro¢n¢, a to na jafe a na podzim.
V poslednich letech se na tomto uzemi vyskytuje choroba ve vysoké miie a to i navzdory
intenzivnimu testovani a certifikaci semen. Detekovany byly vzdy dva stale stejné kmeny
C. m. subsp. michiganensis, coz poukazuje na to, ze primarnim inokulem v kazdé nové
sezoné nejsou infikovana semena, nybrz infikované rostlinné zbytky v pude (Kleitman et
al., 2008).

Kromé¢ piimé infekce ze semene pronikd patogen do rostliny pfes poranéni na
kotenech a stoncich, kterd byvaji zplsobena kultivaénimi zasahy jako je pfesazovani
rostlin €1 zaStipovani postrannich vyhonii nebo napfiklad kroupami, hmyzem ¢i jinymi

Ciniteli. Bakterie pronikne do xylému, kde se pomnozi a rozsiii se jim po celé rostling.
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V tomto piipad€ hovoiime o systémové infekci. Patogen zptisobi ucpani cév a ztratu jejich
funkénosti, poté narusi cévni stény a dostane se az do privodniho parenchymatického
pletiva, kde zpiisobuje lyzu parenchymatickych bunék a naslednou tvorbu dutin uvnitf
stonkii a fapikd. Dutiny jsou vyplnény slizovitou zlutou hmotou, kterd je tvofena
bakteriemi a zbytky bunécnych stén parenchymatickych bunck. Bakteridlni exsudat se
dostava prasklinami az na povrch rostliny a vytvaii tak zdroj inokula pro sekunddrni
infekce. Sekundéarni Sifeni patogena je umoznéno piredevSim zavlahovou vodou nebo
destovymi kapkami, zejména pfi silném vétru (Belli et al., 2007).

Bakterie timto zpusobem pronikaji do dalSich ¢asti rostliny nebo do zdravych
rostlin pfes poranéni, praduchy, lenticely, hydathody ¢i mikroporanéni napiiklad po
odlomeni trichomu. V tomto ptipadé¢ pak bakterie kolonizuje vné&js$i parenchymatické
pletivo a zpisobuje mistni nekrdzy projevujici se skvrnitosti rostlinnych pletiv (Belli et al.,
2007; Kudela et al., 2002).

Bakterie C. m. subsp. michiganensis jako mnoho dalsich fytopatogennich bakterii
preziva také jako epifyt na povrchu rostlin (Hogenhout, Loria, 2008). Rezervoarem pro
jeho epifytické pfezivani a Sifeni jsou rostliny rajcat, a to predev§im mlad¢ listky. Populace
patogena pieziva jako epifyt i na dalSich druzich rostlin ¢eledi Solanaceae i jinych celedi
(viz. Hostitelsky okruh). Na okolni rostliny se $ifi pomoci zavlahové ¢i destové vody,
aplikaci pesticidii a kultivacnimi zésahy, a zplsobuje pifedevsim lokalni infekce projevujici
se okrajovymi nekrézami listl a skvrnitosti plodi (Tsiantos, 1987).

Dal§im vyznamnym faktorem pfezivani a Sifeni C. m. subsp. michiganensis je
kontaminované naradi, opéry a nadoby. Na povrchu dievénych kiili nebo beden patogen
preziva pii nizké vzdusné vlhkosti az 7-8 mésicii. Pouziti kontaminovaného noze ¢i nehtu
muze zpusobit Sifeni infekce pfi zaStipovani vrcholu vyhonli a terminalnich pupent.
V neposledni fad¢ tfeba poznamenat, Ze nejvhodnéjSim médiem pro Sifeni nakazy je
zavlahova voda, a to predevSim pii zavlaze postiikem. Nutné je zminit 1 hydroponicky
zpusob péstovani rajc¢at, kde zivny roztok predstavuje velkou ptilezitost pro Sifeni patogena
(Kudela et al., 2002).

Rozvoj choroby a jeji ekonomicky dopad zéavisi na zdroji inokula a jeho objemu a
na rozSifeni patogena v porostu. To je ovlivnéno podminkami prostiedi, kultivacnimi
zasahy a formou ochrannych opatieni (Yogev et al, 2009). Sifeni infekce a rychlému
rozvoji choroby prospivd vysoka vzdu$na vlhkost a teplota kolem 25-28 °C, obzvlaste
nastanou-li tyto podminky po obdobi vyrazné nizsich ¢i vyssich teplot (Belli et al., 2007;
Gleason et al., 1993).
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2.7 Detekce a determinace patogena C. m. subsp. michiganensis

Identifikaci patogena vétSinou predchéazi jeho izolace a ziskani Cisté kultury, ale
v fad¢ pfipadil lze detekovat patogena i bez izolace, tj. pfimo v rostlinnych pletivech.
Identifikace bakterii se opira pfedevsim o kultivacni, sérologické a genetické znaky ¢i
vlastnosti.

Presumptivni diagnostika se opird o posouzeni pfiznakll na rostlindich a znalost
kultivacnich zasahti a pribéhu pocasi, které predchazelo vzniku choroby. Pro néaslednou
konfirmacni diagnostiku plati zasada, ze se musi opirat o vysledky nékolika riznorodych
identifikac¢nich testd. Vysledky téchto testi se porovnavaji s diagnostickymi
diferenciaénimi tabulkami uvefejnénymi v bakteriologickych ptiruckach. Identifikace
pomoci pocitace je vétSinou zaloZena na principu numerické identifikace. Provede se
pevné stanoveny pocet testi a vysledky se vyhodnoti pocitacem tak, Ze konecna
identifikace se uvadi s vypoctenou pravdépodobnosti. Pokud se dosédhne zvolené

identifika¢ni hodnoty, pak je testovany kmen povazovan za identifikovany (Kudela et al.,

2002).

2.7.1 1ZOLACE

Zakladnim ptedpokladem UspéSné izolace bakterie z nemocnych rostlinnych pletiv
je pouziti vhodné techniky, vybér spravného vzorku napadenych pletiv k izolaci a pouziti
vhodnych zivnych médii Dilezité je také, aby vzorky rostlinného materialu byly doruceny
do laboratofe v co nejlepSim stavu, proto je vhodné odebirat je co nejdiive pred samotnou
diagnézou, nebo je uchovat v chladnicce pii teploté 4°C (Calzolari, 1986).

Nejvhodnéj$im mistem pro odbér pletiv k izolaci je rozhrani mezi nekrotickym a
zivym pletivem. Obvykle odebirame ¢ast stonku asi 2-3 cm pod zvadlymi listy nebo listky.
Maly kousek infikovaného stonku nebo fapiku se umisti do sterilni vody v niz bakterie
z cévnich svazki vyteCou (Kudela et al.,, 2002). Cariddi (1997) doporucuje k izolaci
pouzivat exsudat vytlaceny z ufiznutého fapiku pfimo do sterilni vody, spiSe nez kousky
pletiva, z diivodu vétsi Cistoty vzorku a eliminace pfitomnosti kolonii jinych bakterii.

Vzorek je pak umistén na pevné Zivné médium, kterym jsou riizné typy Zivnych
agarovych ploten, napt. Zivny kvasni¢ny agar (NBY), nebo kvasni¢noglukosovy agar
(YDC), nebo kvasni¢no-pepton-glukézovy agar (YPGA) a ponechd se kultivovat 72-96

hodin pfi teploté¢ 25°C. Nasledné je tieba ziskat Cistou kulturu patogena. Jejim zakladem
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jsou bakteridlni buniky tvofici samostatnou kolonii, kterd pochazi z jediné bakteridlni
bunky (Calzolari, 1986).

Cistou kulturu ziskame pfeockovanim vybrané kolonie patogena metodou tzv.
kiizového roztéru na agarové médium. K pfipravé Cisté kultury urcené pro fyziologicke,
totiz nezddouci organismy sice nerostou, avS§ak mohou byt v malém mnozstvi pfitomny

jako kontaminant a nasledné by mohly ovlivnit vysledky testa (Ktdela et al., 2002).

2.7.2 DETEKCE A IDENTIFIKACE

Od konce 80. let se pii detekci a identifikaci bakterii zacinaji postupné uplatinovat
nové metody, které analyzuji strukturdlni elementy patogena, jako jsou nukleové kyseliny,
polyaminy, proteiny, lipidy, mastné kyseliny a polysacharidy. Nové metody rychle
zatlacuji do pozadi pracné a zdlouhavé konvencni identifikacni postupy (Kudela et al.,
2002).

2.7.2.1 Mikroskopické metody

Pozorovani morfologickych vlastnosti bakterii k jejich pfesné determinaci
nepostacuje, nebot’ poskytuje pomérné izky prostor pro druhovou diferenciaci. Casto je
také morfologickd identifikace ztézovana tvarovou promeénlivosti bakteridlnich bunék.
Mikroskopické metody tak mohou poskytovat jen orientaéni podklady, k nimz se pfi
determinaci ptihlizi jen v komplexu s vysledky dalsich identifikacnich testi (Kidela et al.,
2002).

2.7.2.2 Kaultiva¢ni metody

Zaznamenava se velikost, tvar a pigmentace kolonii (makroskopicka morfologie
kolonii) vyrostlych na pevném médiu, rychlost ristu a tvorba slizu. C. m. subsp.
michiganensis vytvati vice ¢i méné fluidni kolonie zluté barvy, lesklé, mirn¢ vypouklé,
kruhovitého plidorysu a s celistvym rovnym okrajem. Optimdlni ristova teplota je 20-
29°C, maximum 29-35°C (Cariddi, 1997).

Pro izolaci patogena se nejCastéji uzivaji semiselektivni média. To jsou takova
média, kterd v sobé slucuji vlastnosti diferenciacnich a selektivnich médii, tedy poskytu;ji

moznost identifikovat bakterie podle charakteristickych kolonii a ¢aste¢né potlacuji rist
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jinych mikroorganismti tim, Ze obsahuji Ziviny vhodné piedev§im pro rust ,,zddané¢ho
organismu‘ (Ktidela et al., 2002).

Mezi jednim z prvnich médii pouzivanych k izolaci C. m. subsp. michiganensis ze
semen bylo semiselektivni médium SCM navrzené autory Fatmi a Schaad (1988), na
kterém je mozné detekovat jedno infikované semeno ve vzorku 10 000 semen. Toto
médium bylo riznymi védeckymi pracovniky dale vylepSovano, aby se dosdhlo vyssi
citlivosti a kratsi kultivacni doby u patogena, ktera se dle riznych médii pohybuje od 3 do
12 dni.

V soucasné dob¢ je k dispozici vétsi mnozstvi semiselektivnich médii pro kultivaci
C. m. subsp. michiganensis, avSak zadné neni stoprocentné¢ spolehlivé, a proto se
Vv diagnostickych laboratofich ¢asto pouZzivd n€kolik riznych médii souCasné. Stanoveni
nejvhodnéjsiho média taktéz zdvisi na druhu analyzovaného vzorku. Zalezi na tom, zda
jsou rozborovana semena, rostlinna pletiva nebo ptidni vzorky a také na ticelu diagnostiky,
zda testovani probiha v bézné rostlinolékaiské praxi nebo védeckém vyzkumu (Gleason et

al., 1993).

2.7.2.3 Chemické metody

Klasickou chemickou identifikaéni metodou je Gramovo barveni. Podstata
rozliSeni bakterii na dvé skupiny spo€ivd vrozdilné struktufe bunécné stény.
Grampozitivni bakterie jsou barvitelné tryfenylmethanovym barvivem a roztokem jodidu
draselného, kdezto gramnegativni nikoliv. Bakterie C. m. subsp. michiganensis je bakterie
grampozitivni (Kidela et al., 2002).

Analyza mastnych kyselin (Fatty Acid Analysis — FAA)

V bakteridlnich bunkach jsou pomoci plynové chromatografie zjiStovany
kvalitativni rozdily obsahu jednotlivych mastnych kyselin a jejich vzajemny pomér. Pro
kazdy taxon je charakteristicky urcity profil mastnych kyselin. Byl vyvinut vysoce
standardizovany postup extrakce mastnych kyselin, analyticky postup a software pro
identifikaci. Databaze systému je v soucasnosti jedna z nejvétSich na svété. Bakterie se
péstuji na standardnim médiu a pro analyzu postacuje 40 mg vlhké hmotnosti bunék.
Samotna identifikace prob&hne b&hem nékolika hodin. Nevyhodou analyzy mastnych
kyselin je potieba drahé¢ho pfistrojového vybaveni a zkuSeného personalu (Kuadela et al.,
2002).
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Gitaitis et al. (1991) vyvinuli rozsahlou databazi profila C. m. subsp. michiganensis
pro tuto metodu, avSak uvadéji, ze ve srovnani s pouzitim metody ELISA ¢i

semiselektivnich médii je analyza mastnych kyselin méné¢ citliva a predevsim pracnéjsi.

2.7.2.4 Biochemické metody

Témito metodami se diferencuji bakterie na zaklad¢ schopnosti vyuzivat zdroje
uhliku. Biochemické testy se puvodné provadély v tekutych médiich ve zkumavkach.
V poslednim desetileti byly misto nich vyvinuty standardizované miniaturizované
multitestovaci systémy, tzv. mikrotesty. Jednim z nich je specialni diagnosticky systém
Biolog (Biolog, Inc., Hayward, CA) vyuzitelny pro fytopatogenni bakterie.

Do mikrotitracnich desticek $96 mikrozkumavkami, které ptredstavuji 96
standardnich mikrobiologickych testl, je ofkovana suspenze bunék pfipravend z cCisté
kultury bakterii a po 24 hodindch je test vyhodnocen na zdkladé zbarveni média
v mikrozkumavkach. Pomoci pocitace se analyzuje biochemicky profil testované bakterie a
stanovi se identifikace s uvedenim pravdépodobnosti spravnosti determinace. Tento systém
vyrazn€ zkréatil dobu potifebnou k identifikaci patogena. Dals§i z komeréné vyrabénych

diagnostickych souprav jsou tzv. API-systémy (API System, S. A.) (Kidela et al., 2002).

2.7.2.5 Sérologické metody

Sklickova aglutinace

Testované bakterie suspendované v kapce fyziologického roztoku na podloZnim
sklicku se smichaji se specifickym antisérem. Reakce se vyhodnocuje pomoci svételného
mikroskopu za 3-5 minut. Setka-li se antigen s homologni protilatkou, reakce je pozitivni a
bakterialni buiiky se spojuji do shlukt, neboli aglutinuji (Ktdela et al., 2002).
Enzymova imunosorpéni analyza (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA)

U této standardni sérologické metody se k vizualizaci reakci antigenu testované
bakterie s homologni protilatkou vyuzivaji enzymy (alkalicka fosfatdza) konjugované
s imunoglobuliny separovanymi z antiséra. Stény jamek polystyrenové desticky se
povleCou antigenem obsazeném v rostlinném homogenatu a do jamek se pfida antisérum
konjugované s enzymem. Piebytek antiséra se poté vymyje a do jamek se pfida substrat
enzymu (roztok sodné soli p-nitrofenylfosfatu). Tento substrat je hydrolyzovan enzymem
vazanym na antisérum, ¢innosti enzymu se uvolni p-nitrofenol, ktery méni zbarveni

reakéni smési. Intenzita zbarveni je pfimo umérnd koncentraci enzymu vazaného na
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antigeny. Zménu barvy lze hodnotit vizualn¢, intenzitu zbarveni fotometricky (Kidela et
al., 2002).

Bakterie C. m. subsp. michiganensis je pomérné jednotny taxon, ktery disponuje
obvyklymi spole¢nymi antigeny. To znamend, Ze jedna protilatka reaguje se vSemi nebo
s témé vSemi jeho kmeny. Specificka antiséra pro C. m. subsp. michiganensis jsou
komer¢né dostupné a vyuzivana jak v metodé ELISA tak IFA (Alvarez, 2004).

ELISA patii k pomérné citlivym metodam, dokaze detekovat patogena uz pii
mnozstvi 10* bakterialnich bunék v 1 ml suspenze a rovnéz umoziuje jeho detekci pifimo
z rostlinného pletiva (Gitaitis et al., 1991). Nevyhodou této metody je, ze neposkytuje
zadné informace o zivotnosti bunék patogena a neumoziuje jeho izolaci (Calzolari, 1986;
Gleason et al., 1993).

Imunofluorescence (Immunofluorescence Assay — IFA)

K vizualizaci reakci antigenu na povrchu testované bakterie s homologni
protilatkou se vyuzivaji barviva (napf. fluorescein isothiokyanat — FITC). Barvivo
konjuguje bud’ s ptislusnou homologni protilatkou (ptimé fluorescencni barveni), nebo
s jinou protilatkou, kterd je vdzana na prvné aplikovanou homologni protiladtku (nepfimé
fluorescencni barveni). V obou pfipadech se pfitomnost protilatek na povrchu
homolognich bakterii projevi jasné zelenou fluorescenci. Metoda se vyznacuje vysokou
citlivosti, spojenou se schopnosti detekovat bakterie pifimo v hostitelskych pletivech.

Vyhodou je také moznost stanoveni velikosti a tvaru bakteridlnich bunék (Kudela et al.,
2002).

2.7.2.6 Molekularnébiologické metody

Polymerazova ietézova reakce (Polymerase chain reaction — PCR)

Podstatou této metody je in vitro amplifikace specifickych fragmenti DNA
charakteristickych pro patogena. Opakované cykly syntézy DNA =zahrnuji: teplotni
denaturaci dvouretézcové DNA testované bakterie, hybridizaci neboli pfipojeni primert
(jednotetézcovych specifickych oligonukleotidii odvozenych z DNA definovaného kmene
bakterie), syntézu dvouietézcové DNA za piitomnosti teplotné stabilni DNA-polymerazy a
deoxynukleotidtrifosfatli, stavebnich kament nukleové kyseliny. Diky své vysoké citlivosti
(teoreticky mize byt detekovana jedna kopie DNA ve vzorku) ma uplatnéni pii detekci
bakterii, které se nachdzeji v rostlinnych pletivech v nizkych koncentracich. Pokud by byly

k dispozici primery ohranicujici ty iseky DNA, které koduji patogenitu bakterii, mohla by
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technika PCR eliminovat potiebu testli patogenity na rostlinach. PCR je pfistrojové a
materialové naro¢nou metodou (Kudela et al, 2002).

V soucasné dob¢ bylo popsano mnozstvi PCR primera pro detekci C. m. subsp.
michiganensis. Napiiklad pomoci primert, které vyvinul Dreier et.al. (1995) Ize detekovat
uz 10% bakterialnich bundk v 1 ml. Aviak i ptes velkou citlivost této metody stale dochézi
k falesnym pozitivnim i faleSnym negativnim vysledkiim (Kaneshiro, Alvarez, 2001). To je
zpusobeno tim, Ze obsah plazmidi u riznych kment C. m. subsp. michiganensis je
pomérn¢ variabilni. Pocet plazmidi v jedné bakterialni bunice byva od nuly do ti, obvykle
dva, avSak béhem manipulace a skladovani vzorkli mizou byt nékteré plazmidy ztraceny
(Chamot, Fulbright, 1988).

Vyzkum se nyni soustfedil na vyvoj novych specifickych a univerzalnich PCR
primerti, pouzitelnych pro citlivou a spolehlivou detekci C. m. subsp. michiganensis
Vv rostlinném materidlu. Tyto primery by mély byt zalozeny na bazi chromozomalnich
markerd, aby byly stabilnéj$i nez v soucasnosti pouzivané plazmidové markery, které

nejsou zcela spolehlivé pravé z divodu mozné ztraty plazmidt (Garteman et al., 2003).

2.7.2.7 Biologické testy

vvvvvv

Tuto vlastnost doposud nelze stanovit jinak nez umélymi infekcemi na Zivych rostlinach.
Pouzivaji se pfi tom metody, které napodobuji ptirozenou infekci. Umélé infekce rostlin se
uplatiiuji zejména pfi rozpoznani patovarii a ras bakterii, k zjiSténi patogennich vlastnosti,
k rychlému odliSeni patogena od saprofyti tzv. testem hypersenzitivity, a k odliSeni
virulentnich a avirulentnich kment patogena. Umélé infekce maji rovnéZz velky vyznam pfi
stanoveni hladiny rezistence ¢i nachylnosti druhii a odrid hostitelskych rostlin a pfi
testovani ucinnosti piipravkid na ochranu rostlin (Ktdela et al., 2002).
Test hypersenzitivity

Tento test se pouziva k rychlému odliSeni patogena od saprofytl a patii k nejCasteji
aplikovanym testiim pfi identifikaci patogena. Uplatiiuje se bezprostiedné po izolaci
bakterii. Umoziuje redukovat potiebu dalsich fyziologickych a biochemickych testl. Jeho
ptrednosti je jednoduchost a ¢asova nendrocnost, nevyzaduje sterilni podminky a vysledky
jsou relativné spolehlivé. Jako indikatorovych rostlin k tomuto testu se uziva
nehostitelskych rostlin, nejéastéji tabaku (Nicotiana tabaccum L.) a nocenky (Mirabilis

jalapa L.).
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Vodni suspenze bakterii o koncentraci v&t3i nez 5. 10° bungk v 1 ml se injekéni
stiikackou vpravi do mezizilkovych pletiv listu. Odpovédi rostliny na invazi patogena je
tzv. hypersenzitivni reakce, vyvoldvajici odumieni bunék rostliny v misté inokulace.
Patogen do 24 hodin zpiisobuje nekrézu v misté injikace a bezprostiednim okoli, zatimco
saprofyti nevyvolavaji zadné ptiznaky (Bermpohl et al., 1996).

Pti pouziti tabaku jako indikatorové rostliny se vSak projev reakce 1isi po inokulaci
riznymi kmeny C. m. subsp. michiganensis a také v zavislosti na teploté. Nocenka se diky
své stalé a zietelné reakci shodné pro vSechny kmeny patogena a nezavislé na teploté jevi
jako vhodnéjsi rostlina pro testy patogenity a je pouzivana v mnoha podnicich. Reakce se
projevi do 48 hodin po inokulaci (Gitaitis, 1990). Bylo prokdzano, Ze u nocenky vyvolavaji
hypersenzitivni reakci jen ty kmeny C. m. subsp. michiganensis, které jsou schopny
kolonizovat pletiva svého ptirozeného hostitele, tedy rajcete (Bermpohl et al., 1996).

Nocenka ma vSak velmi tenké listy a inokulace bakteridlni suspenze do pletiv
mezofylu listu neni vzdy snadna a vyzaduje zkuSenou ruku. Umesha et.al. (2008) po
provedém vyzkumu navrhl pro C. m. subsp. michiganensis jako vhodnou indikatorovou
rostlinu rozchodnik zvrhly (Sedum hybridum L.) z ¢eledi Crassulaceae. Vykazuje stejnou
hypersenzitivni reakci jako nocenka, a to do 24 hodin, a ma silné listy, takze injikace
patogena do nich je mnohem snadné&jsi nez do listli nocenky ¢i tabaku. Rostlina se navic
dobfe rozmnoZuje a rychle roste.

Test patogenity na hostitelskych rostlinach

Testy patogenity jsou nezbytné pro potvrzeni identity a patogenity ndmi izolované
bakterie. Provadi se ve sklenicich ¢i klimatizovanych mistnostech na zdravych rostlinkach
rajcat, které se infikuji ziskanou cistou kulturou bakterii. JestliZe se na rostlinach objevi
symptomy bakteridlniho vadnuti rajcete, potvrzuje to, Ze byl z piivodnich napadenych
rostlin izolovan C. m. subsp. michiganensis. (Calzolari, 1986).

Nevyhodou pouziti téchto testl je relativné dlouhy interval, a to 3 dny az nékolik

tydnii mezi inokulaci a objevenim prvnich ptiznaka (Gleason et al., 1993).

2.7.3 SHRNUTI

V diagnostické praxi je diilezité vybrat z desitek testl pro identifikaci bakterii jen ty
nejvhodnéjsi a nezbytné, které umozni rychle a jednoduchym postupem urcit ziskané
izolaty. Pro kazdy rod bakterii byla vypracovana zvlastni strategie identifikace a doporucen

soubor vhodnych diferenciacnich testii. Pro ¢lenské staty EPPO jsou zavazné diagnostické
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protokoly, které se publikuji v ¢asopise Bulletin OEPP/EPPO jako ,,Approved EPPO
Standards® (Ktdela et al, 2002).

Byl a je provadén rozsahly vyzkum pro vyvoj rychlych, citlivych a specifickych
technik pro detekci C. m. subsp. michiganensis a pro zajisténi co nejvyssi miry ochrany
proti chorobé kterou zptisobuje (Ledn et.al., 2006).

Organizace EPPO a ISHI (The International Seed Health Iniciative for Vegetables)
navrhly jako hlavni proceduru pro detekci C. m. subsp. michiganensis kultivaci na
semilselektivnich médiich nasledovanou identifikaci podezielych kolonii. Ta musi byt
provedena pouzitim nejméné dvou raznych identifikacnich metod zalozenych na
rozdilnych vlastnostech patogena. V souhlasu s témito diagnostickymi protokoly pro
potvrzeni pozitivni diagnézy musi byt patogen izolovan z rostlinného pletiva vcetné
semen. (EPPO/CABI, 2005; ISHI, 2005).

V soucasnosti se pro naslednou identifikaci jako doplitujici metody nejCastéji
pouzivaji ELISA, IFA a PCR, avSak kultivace na semilselektivnich médiich je stale
zapotiebi pro ziskani ¢istych kultur a nasledné testy patogenity na rostlinach .

Problémem pii izolaci patogena na zivném médiu je to, ze kolonie C. m. subsp.
michiganensis rostou pomalu a primarni izolace na YPGA médiu vyzaduje 96 hodin,
zatimco kolonie saprofytickych bakterii se vyviji za méné nez 48 hodin. Pfi pouziti
semiselektivniho média je pro vyvoj C. m. subsp. michiganensis zapotiebi jesté vice ¢asu,
a to az 10 dni i vice. Bakterie C. m. subsp. michiganensis mize byt inhibovana jinymi
mikroorganismy, a to i v pfipadé pouziti semiselektivniho média. Navic tato média jsou
narocnd na pripravu a jsou drahd (Gleason et al., 1993).

Ruzné diagnostické techniky pouzivané pro detekci C. m. subsp. michiganensis
maji své vyhody a nevyhody spojené s jejich citlivosti a ¢asovou narocnosti. Rychlé a
sensitivni metody jako ELISA, IFA a PCR neumoZiuji izolaci patogena a neposkytuji
zadné informace o Zivotnosti bakteridlnich bunék. Kultivace patogena na zivnych médiich
a nasledné biologické testy patogenity jsou zase ¢asoveé narocné a izolace patogena miize
byt ztiZena riistem jinych mikroorganismi (Ledn et al., 2000).

Jako alternativni feseni detekce C. m. subsp. michiganensis bylo navrzeno pouziti
metody imunomagnetické separace (IMS), coZ je varianta imunoizolaéni techniky (Leon
et al., 2006). Imunoizolacni technika v sobé zahrnuje sérologickou metodu a kultivaci na
agarovém médiu. UZivaji se sklenénd nebo plastovd zrnka, kterd jsou potazena

specifickymi protilatkami umoziujicimi selektivni zachyceni bakterialnich bunck
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z rostlinného extraktu. Navazané bakterie jsou poté desorboviany do malého mnozstvi
roztoku a kultivovany na zivném médiu (Gleason et al., 1993).

Metoda IMS tedy spojuje vyhody sérologické detekce patogena a rlstu
charakteristickych kolonii na zivném médiu, usnadiiujic izolaci patogena potiebnou
Kk pozitivni diagnoze. Byla jiz testovana pro pouziti v klinické mikrobiologii, mikrobiologii
potravin a veterinarni medicin€ a je vyuzitelnd i pro detekci n€kterych fytopatogennich
bakterii, avSak jeji aplikace neni zatim bézna. Bylo prokazano, Ze tato metoda vyznamné
zvysuje citlivost pfi detekci a izolaci patogena z rostlinnych pletiv. Metoda IMS se da
kombinovat i s PCR, coz zvysi citlivost metody PCR, avsak pouziti metody IMS a
nasledna kultivace patogena je citlivéjsi nez kombinace IMS a PCR (Leon et al., 2006).

Diky vyuziti metody IMS dojde k vyznamnému sniZeni rastu saprofytickych
bakterii a mizeme tak kultivovat C. m. subsp. michiganensis i na neselektivnich médiich,
¢imz se vyrazn¢ zkrati Cas kultivace oproti pouziti semiselektivnich médii a citlivost
metody je dokonce vyssi nez samotné vyuzivani semiselektivnich médii.

V souhrnu je IMS umoznujici izolaci C. m. michiganensis z rostlinnych vzorka
véetné semen na neselektivnim médiu jednoduchd, rychld a citlivd metoda, ktera
nevyzaduje drahé pfistrojové vybaveni ani zkuSenou obsluhu. I kdyz jest¢ musi byt
podrobena dalSimu vyzkumu pro praktické pouziti v SirSim méfitku, jevi se zatim jako
vhodné alternativni metoda k soucasné pouZivanym diagnostickym metoddm v béZné

fytopatologické praxi (Leon et al., 2006).

2.8 Ochrana rajcat proti infekci patogenem C. m. subsp. michiganensis

Principy ochrany proti C. m. subsp. michiganensis jsou vpodstaté stejné jako u
ostatnich infekénich chorob. Ochrana spoc¢iva v redukci mnozstvi inokula, a to eliminaci
zdrojii primarni infekce, zamezenim ¢i omezenim $ifeni ndkazy a likvidaci nebo redukci
zdrojii sekundarni infekce. Dal§imi dilezitymi faktory jsou zvySeni odolnosti rostlin a
vytvofeni prostiedi, které je nepfiznivé pro mnozeni a §ifeni patogena, vznik infekce a
rozvoj choroby (Kudela et al., 2002). Stejné jako u jinych bakteriéz je ochrana proti
bakteridlnimu vadnuti rajCete zaloZena pfedevsim na preventivnich opatfenich (Belli et al.,

2007).
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2.8.1 PESTITELSKA A PREVENTIVNI OPATRENI

V ptipadé¢ boje proti infekci C. m. subsp. michiganensis je jednim
Z nejpodstatnéjSich opatieni pouzivani zdravych a nadkazyprostych certifikovanych semen a
sazenic (Kleitman et al., 2008). Osivo by mélo pochazet ze semendiskych porosta
Vv suchych oblastech prostych patogena. Semena by méla byt ziskdvana kvasenim plodi a
doporucuje se i1 jejich nésledna povrchova dezinfekce chemickymi ¢i fyzikdlnimi
prostiedky (Kokoskova, 2008). Jako nejucinnéjsi se jevi ponofeni semen do roztoku
kyseliny chlorovodikové o koncentraci 6% nebo do roztoku kyseliny octové o koncentraci
0,6% po dobu jedné az dvou hodin, ptipadné jejich ponoteni do roztoku chlornanu sodného
o koncentraci 0,5% na dobu deset minut. Semena jsou poté oplachnuta v tekouci vode a
ponechéna k osuSeni ve stinu (Kokoskova, 2008; Calzolari, 1986). Z fyzikdlnich metod se
uplatiiuje oSetieni semen ponofenim do vody o teploté 55-56 °C na dobu 30 minut (Belli et
al., 2007; Calzolari, 1986).

Pouhé pouziti zdravého osiva vSak neni dostacujici ochranou proti ndkaze bakterii
C. m. subsp. michiganensis z divodu dlouhé doby jejiho piezivani v rostlinnych zbytcich,
a to jak na povrchu, tak v pidé. Zbytky infikovanych rostlin piedstavuji zdroj infekce pro
zdravé sazenice vysazené v dalsi sezoné (Fatmi, Schaad, 2002).

DalSimi dtlezitymi faktory, na které je tieba brat zietel v ochrané proti infekci C.
m. subsp. michiganensis jsou tedy rostlinné zbytky a ptda. V polnich porostech je tfeba
fadné dodrZovat osevni postup a vyloucit péstovani hostitelskych rostlin na stejném
pozemku po dobu Ctyf aZ péti let. Ve sklenicich je nezbytna sterilizace piidniho substratu,
napiiklad parou o teploté¢ 80°C minimalné 30 minut, a peclivy sbér a likvidace rostlinnych
zbytkd. (Kokoskova, 2008; Scortichini, Stravato, 1989).

Dezinfekci pudy Ize provadét bud® pomoci biofumigace nebo solarizaci, ¢i
kombinaci obou metod. Pro zvySeni ochranného efektu by mély byt plyny uvolnéné po
aplikaci biofumigantu udrZzeny v terénu po dobu neméné dvou tydnd. V polnich
podminkach je tteba biofumigant zapravit rovnhomérné do pudy, provést zalivku a pozemek
zakryt folii, aby se zvysilo plisobeni vyprodukovanych plynli a vzrostla teplota ptdy.
Rostlinné zbytky je také mozno zaorat, obzvlasteé je-li v pudé vysoky obsah organického
materialu, naptiklad raSeliny, dojde k jejich urychlenému rozkladu a eliminaci patogena
puasobenim padnich mikroorganismu, predevs§im komplext hub a antagonistickych bakterii

rod Pseudomonas, Bacillus a Streptomyces (Zanén, Jorda, 2008).
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Jeste lepSich vysledkli nez s raSelinou bylo dosazeno zapravovanim kompostu do
pudy. Kompost je obnovitelnym zdrojem zaloZzenym na rostlinnych zbytcich a omezuje
potfebu jejich paleni ¢i skladkovani. Kompostovanim za dostatecné vysokych teplot
dochazi keradikaci C. m. subsp. michiganensis z infikovanych rostlinnych zbytku.
Ptidanim kompostu do pidy se zvysi jeji pfirozena supresivita, coz je vlastnost, kterd
potladuje patogena pusobenim pudnich mikroorganizmii. Bylo zjisténo, Zze kompost ma
schopnost potlacovat jak houbové tak bakteridlni patogeny v padé a soucasné ma i
pozitivni vliv na vysi vynosu a jeho pouzivani by mélo byt zahrnuto mezi metodami
integrované ochrany proti bakteridlnimu vadnuti rajcete (Yogev et al., 2009).

Mezi dal$i preventivni opatieni v ochrané proti infekci bakterii C. m. subsp.
michiganensis patii disledna hygiena a dezinfekce pouzivanych nadob, natradi i rukou pfi
vSech kultivaénich zasazich, ptedevSim pfti zaStipovani vyhont (Kokoskova, 2008). Pro
omezeni podminek vhodnych pro §ifeni patogena by porost rajéat nemél byt ptili§ husty a
rostlindm by méla byt poskytnuta vyvazena vyziva. PfedevSim by se meélo zabranit
pfehnojeni dusikem, které podporuje bakteridlni infekci zejména tim, Ze zvySuje
nasycenost rostlinnych pletiv vodou, zvétSuje se priduchové skulina a pronikéni bakterii

vvvvv

z diivodu omezeni Sifeni bakterii vhodné provadét podmokem a nikoliv postiikem (Belli et
al., 2007).

2.8.2 CHEMICKA OCHRANA

I pfes vSechna provadéna preventivni opatieni se vSak choroba mize vyskytnout
V porostu rajcat. V tomto piipadé by pak dalsi opatieni méla smétovat ke snizeni ztrat na
vynosu a k zabranéni dalSimu Sifeni patogena. Poté, co se choroba objevi a obzvlasté za
ptitomnosti vhodnych podminek k jejimu rozvoji a Sifeni, jsou soucasné dostupné
moznosti ochrany jen ¢astecné uc¢inné (Hausbeck et al., 2000).

Chemicka ochrana proti bakteridlnim patogenlim neni tak 0¢innd jako proti
puvodcim mykoz, a to nejen z divodu, Ze bakterie se mnozi nesrovnatelné rychleji nez
houby, ale i proto, Ze v ontogenezi bakterii chybi zranitelné stddium srovnatelné s klicenim
spor u hub. C. m. subsp. michiganensis je navic grampozitivni bakterie, ktera hojné
produkuje exocelularni polysacharidy, jez ji dobfe chrani pfed uc¢inky baktericidnich latek
(Kidela et al., 2002).

Pti vyskytu choroby v porostu muze byt sekundérni Sifeni patogena omezeno

oSetfenim rostlin nékterymi chemickymi latkami. K tradi¢nim anorganickym baktericidiim
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patii méd’naté slouceniny, které zabrainuji Sifeni patogena a omezuji projev symptomil
choroby jako jsou nekrozy listi a skvrny na plodech (Gleason et al., 1993). Uginnymi
latkami v téchto slouceninach jsou oxychlorid méd’naty, hydroxid méd’naty, siran méd’naty
a 8-chinolinol. Pouziva se i bordeauxska jicha, coz je smés komplexnich soli siranu
médnatého, hydroxidu médnatého a hydroxidu vapenatého (Kudela et al., 2002). Castym
pouzivanim meédnatych pfipravkid vsSak postupné vzristd tolerance fytopatogennich
bakterii k médi. Jejich dlouhodobé pouzivani navic vede k akumulaci médi v pudé, coz ma
za nasledek negativni piisobeni na rostliny i Zivotni prostfedi (Ninot et al., 2002).

Jako nejucinngjsi latky zabranujici Sifeni bakterie C. m. subsp. michiganensis a
rozvoj sekundarni infekce se ukdzaly siran méd’naty a 8-chinolinol, ktery v kombinaci se
siranem méd’natym vykazuje synergisticky efekt. Kombinaci téchto dvou uc¢innych latek
bylo pifi pouziti jejich poloviénich koncentraci dosazeno vysS$iho efektu na redukci
symptomt bakteridlniho vadnuti rajéete nez pii pouziti pouze jedné znich. Aplikaci
kombinace siranu méd’'natého s 8-chinolinem tak 1ze omezit Sifeni patogena a snizit riziko
novych infekci, pfipadné zmirnit projev choroby na rostlindch bez pouziti zbyte¢né
vysokych ddvek médi (Leon et al., 2008).

Synergisticky efekt byl prokazdn rovnéz pii pouziti médnatych ptipravkia
s mancozebem, ktery samotny nezabraiuje Sifeni patogena, ale zvySuje Uc¢innost
médnatych ptipravk (Hausbeck et al., 2000). Pti vyskytu choroby by mély byt m&d'naté
ptipravky do porostu raj¢at aplikovany v sedmi aZ desetidennich intervalech (Kokoskova,
2008).

Dal§imi chemickymi latkami uéinnymi proti C. m. subsp. michiganensis jsou
antibiotika, obzvlasté streptomycin. Jeho pouZiti, jakoz i pouZiti nékterych dalSich
antibiotik neni vSak ve vétSin¢ stati Evropské unie povoleno. Kasugamycin, ktery je
v Evropské unii registrovan pro pouziti v zemédélstvi a doporucovan pro ochranu proti
bakterialnim chorobam se proti C. m. subsp. michiganensis prokazal jako neucinny
(Theodoro, Maringoni, 2000).

Zadna zchemickych latek pouZivana v ochrané proti infekci C. m. subsp.
michiganensis vsak neuzdravuje napadené rostliny, mtzou byt pouzivany pouze jako
prevence proti Sifeni patogena a pro sniZeni projevil napadeni rostlin, pokud se jiz choroba
vyskytla v porostu, a to obzvlasté v podminkach, které jsou vhodné pro Sifeni patogena
(Gleason et al., 1993).

34



2.8.3 ALTERNATIVNi ZPUSOBY OCHRANY

Nartst informovanosti a obecného povédomi o zdravotnich a environmentalnich
rizicich vztahujicich se k pouzivani chemickych pesticidd vedl k poptavce po
nekonvencnich pfipravcich biologického ptivodu pro ochranu proti chorobam rostlin.
Antibakterialni smési rostlinného ptivodu by mohly byt jednim ze zplsobl integrované
ochrany rostlin diky svym ekologicky pfiznivym vlastnostem (Bolkan, Reinert, 1994).

Jednou z alternativ v ochrané proti bakteridlnimu vadnuti rajéete by mohlo byt
vyuziti propolis, neboli v¢eliho tmelu. Je to latka pryskyficné povahy, kterou vcely
ziskavaji z rostlinnych zdroji a je zndmé svym antibakteridlnim pasobenim, které je
predmétem rozsahlého vyzkumu (Marcucci, 1995). V riiznych pokusech s touto substanci
bylo zjisténo, Ze je u€innd proti grampozitivnim bakteriim, nema zadny toxicky dopad ani
nezanechava nezadouci pach ¢i pfichut’ na potravinach. Vysledky pokust, ve kterych byl
zahrnut jako jeden z fytopatogeni i C. m. subsp. michiganensis se jevi jako slibné
V potencidlnim vyuziti této latky pro ochranu rostlin proti bakteriézam, predevSim pii
oSetfeni semen (Basim et al., 2006).

Jako dal$i z moznych alternativ nabizejici se pro pouziti v biologické ochran¢ raj¢at
byla oznacena bakterie Pseudomonas fluorescens. Byla ovéfena jako vyznamny
antagonista nékterych fytopatogennich bakterii, mezi nimi i C. m. subsp. michiganensis.
(Umesha, 2006). U rostlin rajéat inokulovanych P. fluorescens byl pozorovan nartst
biomasy, zvySeni hmotnosti plodi a vynosu (Amara et al., 1996). OSetfeni semen touto
bakterii také zlepSuje kvalitu semen, vyznamné¢ zvySuje jejich klicivost a redukuje vyskyt
bakterialniho vadnuti rajcete v polnich podminkéch. Jeji pouziti by tak mohlo byt efektivné
zaclenéno mezi dal$i prostiedky ochrany rajéat proti C. m. subsp. michiganensis (Umesha,
2006).

Dalsi ptirodni latky, které vykazaly ucinnost proti bakterii C. m. subsp.
michiganensis jsou rostlinné esencialni oleje (Daferera et al., 2003; Kokoskova et al.,
2007; Pouvova et al., 2008) a latky obsazené v pryskyficném exsudatu z Heliotropium
sinuatum (Modak et al., 2004). Tyto latky vsak zatim byly testovany pouze in vitro a jejich

ucinnost in vivo zatim jesté nebyla hodnocena (Leodn at al., 2008).
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2.8.4 FYTOSANITARNI OPATRENI

Jiz po mnoho let probihd vyzkum tykajici se genetické rezistence rajcat
k bakterialnimu vadnuti a rakoviné. Pokusy o vyvoj rezistentnich odrid vSak az do
soucasné doby nebyly pfili§ aspésné. Ackoliv nékteré odrudy vykazujici ur¢itou miru
rezistence byly jiz vySlechtény, nebyly doposud rozsitfené na trh a komer¢né se nevyuzivaji
(Leon et al., 2008). Z tohoto diivodu jsou hlavnimi metodami boje proti Sifeni této choroby
fytosanitarni a vySe zminéna preventivni opatfen.

Bakterie C. m. subsp. michiganensis je ve statech Evropské unie, Spojenych statech
americkych a mnoha dalSich zemich, kde se pé&stuji rajcata, evidovana jako karanténni
organismus (Gartemann et al., 2003).

V Evropské unii musi byt semena rajcat ziskdvana vhodnou kyselinoextrakéni
metodou a musi pochdzet ze semenaiskych porosti z oblasti, kde se nevyskytuje
bakteridlni vadnuti rajcete, nebo musi pochdzet zrostlin, na kterych se neobjevily
symptomy této choroby po celou délku vegetacniho obdobi, nebo musi byt certifikovana
jako prostd choroby po provedeni oficidlnich testl na vzorcich semen vhodnymi
detek¢nimi metodami (Council Directive, 2000).

Organizace ISHI a EPPO (2005) navrhly jako hlavni metody pro zjisténi
pritomnosti C. m. subsp. michiganensis v semenech rajcat kultivaci na semiselektivnim
médiu nasledovanou identifikaci podezielych kolonii.

Bakterie C. m. subsp. michiganensis je organizaci EPPO fazena do seznamu A2,
coz je seznam Skodlivych organisml vyskytujicich se v nékterych ¢lenskych zemich
EPPO, které je doporuceno evidovat a zachazet s nimi jako s karanténnimi organismy
(EPPO/CABI, 2005; ISHI, 2005). V Evropské unii tento patogen podléha viem zakonem
danym fytosanitarnim opatfenim na ochranu proti plivodcim bakteridéz, ktera spocivaji
V ohlaSovaci povinnosti, zdkazu dovozu a prlivozu, mimofadnych rostlinolékatskych

opattenich a rostlinolékatském dozoru (European Union, 1995).

36



3 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo oveéfit, zda morfologicka variabilita riznych
kment Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ma vliv na metabolickou aktivitu a

virulenci tohoto patogena.

Diléi cile:

1. Posouzeni morfologické variability u kmentt C. m. subsp. michiganensis

2. Ovéfeni metabolické aktivity fluidnich, ptipadné nefluidnich kmenti C. m. subsp.
michiganensis

3. Ovéfeni virulence fluidnich a nefluidnich kmentt C. m. subsp. michiganensis
v testech patogenity

4. Matematické a statistické zpracovani vysledka
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4 Material a metody

4.1 Pouzité bakterialni kmeny

Pro testovani byly pouzity bakteridlni kmeny C. m. subsp. michiganensis pochazejici ze tii
sbirek, a to z Ceské sbirky mikroorganismt (CCM — Czech Collection of Microorganisms,
Brno), z ceské sbirky oddéleni bakteriologie Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. —
Praha (RICP — Research Institute of Crop Production; CRI — Crop Research Institute) a
z Belgické koordina¢ni sbirky mikroorganismu (BCCM/LMG - Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms, Gent).

Kmeny C. m. subsp. michiganensis testované pomoci metody Biolog Bacteria:
CRI 7002, CRI 7005, CRI 7006, CRI 7007, CRI 7008, CRI 7009, CRI 7010, CRI 7011,
CRI 7018, CRI 7021, CRI 7022, CRI 7024, CRI 7026, CRI 7029, CRI 7030, CRI 7032,
CRI 7033, CRI 7034, CRI 7035, CRI 7036, CRI 7161, CRI 7163, CRI 7164, CRI 7168,
CRI1 7170, CRI 7172, CRI 7173, CRI 7174, CRI 7175, CRI 7176 a CRI 7177.

Kmeny C. m. subsp. michiganensis zafazené do testi patogenity na rostlinach
rajéete: LMG 3685, LMG 5727, LMG 7333, RICP 218, RICP 5065, RICP 5068, RICP
5074, CRI 8050, CRI 8057, CRI 8078 a CRI 8084.

4.2 Kultivace patogena na umélych zivnych médiich

Vsechny vybrané kmeny bakterie C. m. subsp. michiganensis byly kultivovany
Vv Petriho miskach s pruimérem 90 mm na ztuzeném kultivaénim médiu, konkrétné na MPA
neboli masopeptonovém agaru. Toto médium je univerzalni zivna puda, kterou lze pouzit
pro izolaci velkého poctu riznorodych mikrobidlnich druhti a slouZzi jako zéklad selektivné
diagnostickych pid. Médium MPA bylo pfipraveno nasledujicim zptisobem: V1 |
destilované vody bylo rozpuSténo 10 g masového vytazku, 10 g peptonu, 5 g chloridu
sodného a 20 g agaru. Poté se upravilo pH na 7,2 a smés byla kratce povafena a poté
sterilizovana v autoklavu po dobu 30 minut pti 121 °C. Po ochlazeni na teplotu 45-50 °C
bylo médium rozlito do sterilnich P. misek do vysky 3-4 mm a ponechéno ztuhnout a
nakonec dosuseno v obracené poloze.
Bakterialni kultury byly ockovéany na agarové plotny vyzihanou ockovaci kli¢kou.
P. misky se zaoCkovanou bakterialni kulturou byly oznaCeny ¢islem kmene a datem a

ulozeny do klimaboxu k inkubaci. Inkubace C. m. subsp. michiganensis probihala 4 dny
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pii teplot¢ 23 °C. Po 4 dnech se vzdy provedlo pfeockovani na nové agarové plotny.
Narostlé bakterialni kolonie byly dle jejich makroskopické morfologie vizualné hodnoceny

pod stereomikroskopem jako fluidni, nefluidni ¢i intermedialni.

4.3 Testovani metabolické aktivity patogena metodou Biolog Bacteria

Metabolicka aktivita jednotlivych kmenti C. m. subsp. michiganensis byla testovana
pomoci mikrobialniho identifikaéniho systémem Biolog Bacteria (Inc. co., USA) s
vyuzitim pocitacového programu MicroLogTMZ verze 4.01B a databaze pro grampozitivni
bakterie. Byly pouzivany Biolog desti¢ky pro grampozitivni bakterie GP2 Microplate™.
Mikrodesticky obsahujici 96 jamek jsou potazeny rtznymi uhlikatymi substraty a
barvivem. Po inokulaci ¢istou kulturou dojde ke specifickému zbarveni jednotlivych
jamek, pomoci kterého se poté analyzuje biochemicky profil testovaného mikroorganismu
a provede se jeho identifikace.

Pro testovani byly pouzivany ¢tyfdenni kultury jednotlivych kment C. m. subsp.
michiganensis. Do ban¢k o objemu 25 ml obsahujicich 10-15 ml fyziologického roztoku
byly pfidany vzorky bakteridlnich kultur jednotlivych kmenii patogena a bailkky byly
umistény na tiepacku pro Uplné promichani bakterialni kultury s fyziologickym roztokem.
Vzniklé bakteridlni suspenze byly prométeny ve spektrofotometru na vyslednou turbiditu
20 % pii 590 nm. Jako standard v prvni kyveté byl pouzit samotny fyziologicky roztok.
Bakterialni suspenze byla dale ptelita z ban¢k do misek a z nich pak pipetou prenesena do
jamek mikrodesticek Biolog, do kazdé desticky jeden kmen patogena. Desticky byly
oznaceny popisky a vloZeny do termostatu, kde byly inkubovany pfi teploté 28 °C.

Vyhodnoceni testu se provadélo po 24 hodinéach. Intenzita zbarveni jednotlivych
jamek mikrodesticky se hodnotila vizudlné a zapisovala se jako pozitivni, negativni ¢i
intermedialni. Identifikace patogena pak byla provedena na zdklad€ posouzeni zbarveni
jamek mikrodesti¢ek pomoci pogitatového programu MicroLog™2 od firmy Biolog
Bacteria s vyuzitim databaze pro grampozitivni bakterie. Podle identifika¢niho kritéria
firmy Biolog Bacteria se identifikace kment provadi na zakladé indexu podobnosti
(SIM=index similarity), ktery se pohybuje v rozmezi od 0,00 — 1,00. Kmeny jsou
identifikovany, pokud SIM je v rozmezi 0,50 az 1,00 a neidentifikovany, pokud je SIM
pod hranici 0,50.
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4.4 Biologické testy

K testim patogenity C. m. subsp. michiganensis na hostitelskych rostlinach byly
pouzity rostliny rajéete (Lycopersicon esculentum L.) nachylné odridy Sejk. Rostliny byly
péstovany v karanténnim skleniku odd. bakterilogie, VURV, v.v.i. od jara do podzimu
roku 2008. Byly umistény v klimatizovaném boxu pii teploté 25 +/- 1°C a stalé vzdusné
vlhkosti. Tam se provadély i testy patogenity.

Jako inokulum byla pouzita ¢tyfdenni bakteridlni kultura vyse uvedenych kmenti C.
m. subsp. michiganensis kultivovanych na MPA médiu. Bakterialni kolonie byly pieneseny
do banek s vysterilizovanou destilovanou vodou a fedény na vysledny objem 15 - 20 ml.
Banky byly poté ponechany n¢kolik minut na ttepacce, kde doslo k vytvoteni bakterialnich
suspenzi. Ty pak byly proméfovany na spektrofotometru a od kazdého kmene byla
pfipravena bakteridlni suspenze o vysledné optické hustoté inokula OD = 0,1 a OD = 0,3
pii vinové délce 620 nm. Jako standard v 1. kyveté byla pouzita samotné destilovana voda.
Po optimalizaci metody na rostlinach rajcete bylo dale pouzivano inokulum v OD = 0,3.

Rostliny rajcat byly inokulovany ve fdzi 2 — 3 pravych listd. Malé mnozstvi
bakterialni suspenze bylo vpraveno pomoci injekéni stéikacky do pazdi prvniho a druhého
pravého listu, tedy dva vpichy do kazdé rostliny. Kazdy z uvedenych kment C. m. subsp.
michiganensis byl testovan vzdy na 12 rostlinach. Jako negativni kontrola byly pouzity
rostliny, do kterych byla injikovana destilovana voda. Pozitivni kontrolou byly rostliny
inokulované sbirkovym kmenem LMG 5727, ktery byl testovan na 12 rostlinach celkem
tiikrat. Kazda inokulovana rostlina byla oznacena pofadovym cislem a skupiny rostlin
inokulované stejnym kmenem patogena byly oznaCeny ¢islem tohoto kmene a prostoroveé
oddéleny od skupin rostlin inokulovanych jinymi kmeny patogena.

Testy byly vyhodnocovany 2 tydny po inokulaci. Hodnoceni se provadélo vizualné
podle symptomt choroby (viz. PFilohy Obr.3) za pomoci ¢tyibodové stupnice napadeni
znazornéné v tabulce 1. Pfiznaky, pozorované na rostlinach, jako vadnuti a usychéni
jednotlivych listka, listi, stonku ¢i celé rostliny, byly zaznamenéany. Po vyhodnoceni testl
byly infikované rostliny zlikvidovany a pouzité kvétinace, naradi a péstebni nadoby byly

vydezinfikovany chlornanem sodnym.
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Tabulka 1 Stupnice napadeni jednotlivych rostlin rajéete po inokulaci testovanymi kmeny

C. m. subsp. michiganensis

Stupen napadeni Symptom Procentické
rostliny ymptomy napadeni rostliny
Zdrava rostlina bez viditelnych ptiznaki
1 0%
choroby
2 Vadnuti jednotlivych listkti zpetenych listl <30%
3 Vadnuti a usychani celych listi <50%
4 Vadnuti a usychan} listd i stonku, usychani S500%
celé rostliny

Pro hodnoceni stupné virulence kazdého testovaného kmene byl vypocitan
koeficient napadeni podle vzorce KN = (1.ny + 2.n, + 3.n3 + 4.ny) / n.
KN — koeficient napadeni
N1, N2, N3, Ns— pocet rostlin vykazujicich stupen napadeni 1,2,3 a 4

n — celkovy pocet rostlin inokulovanych danym kmenem C. m. subsp. michiganensis

Dale byla pro stupen virulence kazdého testovaného kmene stanovena smérodatna
odchylka a nakonec byla provedena analyza rozptylu jednoduchého tiidéni (ANOVA)
s provedenim podrobnéjSiho vyhodnoceni tzv. Scheffé-ho metodou. Pomoci této metody
byla vyhodnocena priikaznost rozdili ve virulenci jednotlivych testovanych kment C. m.
subsp. michiganensis. Veskeré vypocty byly provadény v programu Microsoft Excel a
programu Statistika.
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5 Vysledky

5.1 Makroskopické hodnoceni bakterialnich kolonii C. m. subsp.

michiganensis

Vybrané kmeny bakterie C. m. subsp. michiganensis byly kultivovany na ztuzeném
médiu MPA. U narostlych bakterialnich kolonii byla hodnocena jejich makroskopicka
morfologie. VSechny kolonie vykazovaly typické charakteristiky pro dany druh.
Odpovidaly literarnimu popisu, byly mirné¢ vyklenuté, lesklé, s hladkym okrajem a
zlutavého zbarveni. Vlastnosti, ve které se kolonie jednotlivych kment liSily, byla jejich
fluidita, ktera souvisela s tvorbou bakteridlniho slizu. Kolonie nékterych kment byly velmi
fluidni neboli muko6zni, naopak kolonie jinych kment se jevily jako nefluidni neboli matné
a drsné (viz. Prilohy Obr. 7, 8). Nékteré kmeny vytvaiely kolonie, které nevykazovaly
vlastnosti ani typicky fluidni ani nefluidni. Takové kolonie byly oznaceny jako
intermedialni neboli semifluidni. Udaje o fluidité jednotlivych testovanych kmenti C. m.

subsp. michiganensis jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2 Morfologie kmentd C. m. subsp. michiganensis ovétovanych v biologickych

testech na rostlinach rajcete

Poradové ¢islo Cislo kmene Morfologie kolonii

1. LMG 5727 Fluidni

2. LMG 3685 Intermedidlni
3. LMG 7333 Fluidni

4. RICP 218 Fluidni

5. RICP 5065 Fluidni

6. RICP 5068 Intermedidlni
7. RICP 5074 Nefluidni
8. CRI 8050 Nefluidni
9. CRI1 8057 Intermedidlni
10. CRI 8078 Fluidni
11. CRI 8084 Fluidni
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5.2 Vyhodnoceni identifikace ruznych kmend C. m. subsp.
michiganensis pomoci mikrobialniho identifika¢niho systému Biolog

Bacteria

Ctyidenni kultury vybranych kmenti C. m. subsp. michiganensis byly podrobeny
testovani identifikaéni metodou Biolog Bacteria. Z 31 testovanych kment byl pouze jeden
kmen, a to kmen ¢. CRI 7011 identifikovan jako Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, tedy az na uroven poddruhu (viz. P¥ilohy Tab. 8). Dalsich deset kmend,
konkrétn¢ kmeny CRI 7002, CRI 7005, CRI 7009, CRI 7010, CRI 7018, CRI 7026, CRI
7030, CRI 7033, CRI 7034 a CRI 7163 byly identifikovany jako Clavibacter
michiganensis, tedy na troven druhu. Poddruhy identifikované touto metodou (tessellarius,
insidiosus a nebraskensis) neodpovidaly skute¢nosti (viz. PFilohy Tab. 9, 10). Osm dalsich
kmeni, konkrétné kmeny CRI 7021, CRI 7022, CRI 7036, CRI 7164, CRI 7168, CRI
7170, CRI 7174 a CRI 7177 byly oznaceny jako Clavibacter michiganensis, avSak index
podobnosti nedosahl hodnoty 0,5 a tak byly tyto kmeny povazovany za neidentifikované
(viz. Prilohy Tab. 11). Dvanact zbylych kment, konkrétné kmeny CRI 7006, CRI 7007,
CRI1 7008, CRI 7024, CRI 7029, CRI 7032, CRI 7035, CRI 7161, CRI 7172, CRI 7173,
CRI 7175 a CRI 7176 byly identifikovany jako jiné¢ grampozitivni bakterie, nebyly tedy
identifikovany ani na urovni rodu Clavibacter (viz. Prilohy Tab. 12).

Celkové tedy z31 testovanych kmend byl 1 kmen identifikovan na tdroven
poddruhu, 10 kment bylo identifikovano na troven druhu a 20 kment nebylo
identifikovano. V procentickém vyjadreni to odpovida 3,3 % kment identifikovanych az
na uroven poddruhu, 32,2 % kment identifikovanych na urovenn druhu a 64,5 % kmeni
neidentifikovanych.

Udaje o identifikaci testovanych kment Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis jsou piehledné zaznamenany v tabulce 3, kde znaménko plus (+) znaci
identifikovany taxon, znaménko minus (—) neidentifikovany taxon. Index podobnosti
(similarity index = SIM) dosahuje hodnot 0,00-1,00. Pii hodnoté¢ > 0,50 byl druh ¢i
poddruh identifikovan, pfi hodnoté < 0,50 nikoliv. Hodnoty SIM > 0,50 jsou oznaceny
tuénym pismem. Zkratka SIM C. m. znamena index podobnosti pro druh Clavibacter
michiganensis, zkratka SIM C. m. m. ptedstavuje index podobnosti pro poddruh

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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Tabulka 3 Identifikace C. m. subsp. michiganensis mikrobialnim identifikaénim systémem

Biolog Bacteria

Poi Cisto ] Clavibacter SIM | Identifikovany Clavibacter SIM

¢ kmene | Clavibacter michiganensis | C. m. subspecies michiganensis | C.m.

CRI subsp. m.

1. 7002 0,884 | tessellarius - 0,019

2. 7005 0,678 | tessellarius - 0,070

3. 7006 - - - - - -

4, 7007 - - - - - -

5. 7008 - - - - - -

6. 7009 + + 0,995 | tessellarius - -

7. 7010 + + 0,862 | tessellarius - -

8. 7011 + + 0,532 | michiganensis + 0,532

9. 7018 + + 0,724 | tessellarius - -
10. | 7021 - - 0,442 | tessellarius - -
11. | 7022 - - 0,163 | nebraskensis - -
12. | 7024 - - - - - -
13. | 7026 + + 0,919 | tessellarius - -
14. | 7029 - - - - - -
15. | 7030 + + 0,951 | tessellarius - 0,008
16. | 7032 - - - - - -
17. | 7033 + + 0,878 | nebraskensis - -
18. | 7034 + + 0,824 | nebraskensis - -
19. | 7035 - - - - - -
20. | 7036 - - 0,166 | tessellarius - 0,002
21. | 7161 - - - - - -
22. | 7163 + + 0,545 | tessellarius - 0,017
23. | 7164 - - 0,486 | tessellarius - -
24. | 7168 - - 0,386 insidiosus - 0,023
25. | 7170 - - 0,345 | nebraskensis - -
26. | 7172 - - - - - -
27. | 7173 - - - - - -
28. | 7174 - - 0,444 insidiosus - 0,027
29. | 7175 - - - - - -
30. | 7176 - - - - - -
31. | 7177 - - 0,281 insidiosus - 0,136
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5.3 Vyhodnoceni testi patogenity vybranych kmenu C. m. subsp.

michiganensis na rostlinach rajcete

Virulence vybranych kmenti C. m. subsp. michiganensis byla testovana pomoci testt
patogenity na rostlinach rajéete nachylné odriidy Sejk. Testovano bylo celkem 11 kment,
z toho kmen LMG 5727, ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola byl testovan celkem
tiikrat, ostatni kmeny kazdy jednou. Kazdy kmen byl otestovan na 12 rostlinach rajcete.
stupen virulence kmene. V nésledujicich tabulkach je uveden stupen napadeni jednotlivych
rostlin po inokulaci vybranymi kmeny patogena, koeficient napadeni neboli primérny
stupent napadeni infikovanych rostlin kazdé varianty jednotlivym kmenem a jejich

smérodatna odchylka.

Tabulka 4. Vyhodnoceni testti patogenity na rostlinach rajcete

Tabulka 4/1 Vyhodnoceni testii patogenity na rostlinach rajéete v 1. pokusu

Porad. | Cislo Pocet rostlin Sm.

Gislo |kmene 112131215 161718 ]9 l10]1z]12] KN |odeh.

1. LMG | 3|21 |3|3|2|2|3|4|2] 3] 3 ]|2583]|0792
5727

2. LMG | 3|4 |2 |3|3|3|2|3|2|3] 2] 1]|2583]|0792
7333

3. RICP | 4| 4|4 |4 |3|4a|3|4a|4]| 4] 4| 3 |3750] 0452
5065

4. RICP | 1|11 |1]2|221]21]1]1]|1/1167] 0389
5074

Tabulka 4/2 Vyhodnoceni testii patogenity na rostlinach rajéete ve 2. pokusu

Porad. | Cislo Pocet rostlin KN Sm.

Cislo |kmene| 1| 2| 3|4 |5|6|7|8|9|10]11]12 odch.
LMG

1, so7 | 3| 1222|2211 |1 |21 |1s83|0668
LMG

2, aegs | 211|122 11|22 ]1|2|1 1167|0380

3. R2|1%P 2lal1lalslsl2l1]1l1]|1]2]203]|116s
RICP

4. Soee | 1|22t 1|2]1]2|3|3 |1 wee7|0778
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Tabulka 4/3 Vyhodnoceni testii patogenity na rostlinach rajéete ve 3. pokusu

Poiad. | Cislo Pocet rostlin Sm.

Cislo (kmene| 1|2 |3 |4 |5|6|7|8|9]10]11]12 KN odch.,
1 Iég/lz? ol1l3l2l2l2l2l2|1|1]1]|1|se67]0651
2 E%F;é) 13|22 l2l22|2l2|1]2]|1|1s00]|0674
3 g;; ol3|1|3|3|3|2|1|3|1]2]| 42333008
4. E%:;EI; 3(2(3|3|2|2|3]4|3|4]4]|3|300]o073
5. | on 3433|1241 2]3 4|4 28| L1a
Vysvétlivky:

Ve sloupci pocet rostlin znaci kazdé z ¢isel 1-12 jednu rostlinu

Stupné vyhodnoceni: 1 — zdrava rostlina bez ptiznakt, 2 — okrajové vadnuti listii (napadeni
do 30% rostliny), 3 — vadnuti do pulky cepele listi (napadeni do 50% rostliny), 4 — vadnuti
na vice nez poloving listu (napadeni vice nez 50% rostliny).

KN — koeficient napadeni daného kmene

Sm. odch. — smérodatna odchylka

Udaje o virulenci v souvislosti s fluiditou jednotlivych testovanych kmentl jsou
shrnuty v tabulce 5. Pro sbirkovy kmen LMG 5727, ktery byl pouzit jako pozitivni
kontrola, byl stanoven celkovy koeficient napadeni ze vSech opakovani. Testované kmeny

jsou setazeny vzestupné podle koeficientu napadeni (KN).
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Tabulka 5 Porovnani virulence a fluidity testovanych kmenti C. m. subsp. michiganensis

Poradové ¢islo Cislo kmene Virulence (KN) Fluidita
7. RICP 5074 1,167 Nefluidni
2. LMG 3685 1,167 Intermedialni
8. CRI 8050 1,500 Nefluidni
6. RICP 5068 1,667 Intermedialni
1. LMG 5727 1,917 Fluidni
4. RICP 218 2,083 Fluidni
9. CRI 8057 2,333 Intermedialni
3. LMG 7333 2,583 Fluidni
11. CRI 8084 2,833 Fluidni
10. CRI 8078 3,000 Fluidni
5. RICP 5065 3,750 Fluidni

V grafu 1 je pomoci stanovenych koeficientll napadeni porovnana virulence vSech
kment ovéfovanych v testech patogenity, nejprve jsou uvedeny ¢eské kmeny a poté
zahrani¢ni. V obou skupinach jsou testované kmeny sefazeny vzestupné podle koeficientu

napadeni.

Graf 1 Porovnani virulence jednotlivych kmentt C. m. subsp. michiganensis
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5.4 Statistické hodnoceni vysledkii ziskanych v testech patogenity

Pro dalsi zhodnoceni byla provedena analyza rozptylu jednoduchého tfidéni
(ANOVA) s naslednym podrobnéjsim vyhodnocenim pomoci Scheffé-ho metody. Pomoci
této metody byla vyhodnocena priikaznost rozdilti ve virulenci jednotlivych testovanych
kment C. m. subsp. michiganensis.

Byla stanovena nulova hypotéza, podle které se praméry virulence jednotlivych

kmenii patogena vyznamné nelisi.

Tabulka 5 Vysledky F-testu analyzy rozptylu jednoduchého tiidéni

Variabilita Soucet ¢tverci | Stupné volnosti | Rozptyl F-test

mezi odchylek

praméry tiid | S; = 87,69 fi=m-1=12 $°=7,3075 |F=s,":5°=
uvnitf tiid S, = 69,92 f=m(n-1)=143 [ 57=0,4889 | 14,947
Celkova S=157,61 f=mn-1=155

Vysvétlivky:

m = 13 = pocet tiid (testovanych kmentl), n = 12 = Cetnost tfidy (pocet opakovani)

Vypoctené testové kritérium F = 14,947 a plati tedy ze F > F g0 (12, 143) = 2,30

Na hladiné vyznamnosti o = 0,01 (tj. pro 1- a = 0,99) byla zamitnuta nulova
hypotéza a pfijata A hypotéza, podle které nejméné jedna dvojice priméri vykazuje
prikazny rozdil ve virulenci.

Pomoci Scheffé-ho metody byla vypoctena minimalni hodnota priikazné diference

d 0,01 min = 1,499.
V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty skute¢nych diferenci mezi koeficienty napadeni

stanovenymi pro jednotlivé kmeny a oznaceny hodnoty diference u téch kment, jejichz

koeficient napadeni se prikazné li$i na hladin€ vyznamnosti a = 0,01.
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Tabulka 6 Absolutni hodnoty skutecnych diferenci dg mezi koeficienty napadeni

jednotlivych kmenti
Kmen RICP CRI LMG LMG RICP RICP CRI LMG LMG CRI CRI RICP
5074 8050 5727 5727 5068 218 8057 5727 7333 8084 8078 5065
Kmen KN 1,167 | 1,500 | 1,583 1,667 1,667 2,083 | 2,333 | 2,583 | 2,583 | 2,833 | 3,000 | 3,750
LMG
1,167 0 0,333 | 0,416 | 0,500 | 0,500 | 0,916 | 1,166 | 1,416 | 1,416 1,666 | 1,833 | 2,583
3685 xxx | oxxx | xxx
RICP
1,167 X 0,333 | 0,416 | 0,500 | 0,500 | 0,916 | 1,166 | 1,416 | 1,416 1,666 | 1,833 | 2,583
5074 xxx | oxxx | xxx
CRI
1,500 X X 0,083 | 0,167 | 0,167 | 0,583 | 0,833 | 1,083 | 1,083 | 1,333 1,500 | 2,250
8050 XXX | XXX
LMG 2,167
1,583 X X X 0,084 | 0,084 | 0,500 | 0,750 | 1,000 | 1,000 | 1,250 | 1,417
5727 XX
LMG 2,083
1,667 X X X X 0 0,416 | 0,666 | 0,916 | 0,916 | 1,166 | 1,333
5727 XXX
RICP 2083
1,667 X X X X X 0,416 | 0,666 | 0,916 | 0,916 | 1,166 | 1,333 '
5068 XX
RICP 1,667
2,083 X X X X X X 0,250 | 0,500 | 0,500 | 0,750 | 0,917 !
218 XXX
CRI
8057 2,333 X X X X X X X 0,250 | 0,250 | 0,500 | 0,667 | 1,417
LMG
2,583 X X X X X X X X 0 0,250 | 0,417 | 1,167
5727
LMG
2,583 X X X X X X X X X 0,250 | 0,417 | 1,167
7333
CRI
2,833 X X X X X X X X X X 0,167 | 0,917
8084
CRI
3,000 X X X X X X X X X X X 0,750
8078
Vysvétlivky:

V tabulce skutecnych diferenci jsou tuénym pismem a symbolem XXX oznaceny diference
mezi koeficienty napadeni téch kmend, které se 1i$i na hladiné vyznamnosti a = 0,01 a pro

které plati |dsx| > d 0,01 min Vypoétena Scheffé-ho metodou, tedy |ds| > 1,499.

Z tabulky 6 vyplyva, ze koeficient napadeni neboli stupen virulence dvanacti dvojic
kmeni se prikazné liSil na hladiné vynamnosti a = 0,01. Nejvyssi stupen virulence vykazal
kmen RICP 5065. Koeficient napadeni KN = 3,750 vypocteny pro tento kmen se prikazné
liil od koeficientd napadeni sedmi dalSich kment. Konkrétné to byly kmeny RICP 218
s KN = 2,083, LMG 5727 a RICP 5068 s KN = 1,667, LMG 5727 s KN = 1,583, CRI 8050
s KN = 1,500, RICP 5074 a LMG 3685 s KN = 1,167. Druhy nejvyssi stupen virulence
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vykéazal kmen CRI 8078, jehoz koeficient napadeni byl KN = 3,000. Virulence tohoto
kmenu byla prikazné vyssi nez virulence kmenu CRI 8050 s KN = 1,500 a kmenti RICP
5074 a LMG 3685 s KN = 1,167. Vysoka hladina virulence byla prokazana také u kmenu
CRI 8084, jehoz koeficient napadeni KN = 2,833 byl priikazné vyssi nez koeficient
napadeni KN = 1,167 vypocteny pro kmeny RICP 5074 a LMG 3685.

Mezi kmeny s nejnizsi hladinou virulence patiil kmen LMG 3685 ze zahrani¢ni
sbirky a kmen RICP 5074 z ceské sbirky. Koeficient napadeni, vypocteny pro oba tyto
kmeny byl shodny, a to KN = 1,167. Nizky stupeni virulence vykazal také kmen z Ceské
sbirky CRI 8050 s KN = 1,500. Naopak jako nejvirulentnéjs$i kmen v rdmci téchto pokust
se projevil kmen RICP 5065 pochazejici z Ceské sbirky. Koeficient napadeni vypocteny
pro tento kmen byl KN = 3,750. Dalsi dva kmeny vykazujici vysokou hladinu virulence
byly kmen CRI1 8078 s KN = 3,000 a kmen CRI 8084 s KN = 2,833, oba kmeny pochazely
s ceské sbirky. Kmeny RICP 5065, CRI 8078 a CRI 8084 vykazujici nejvyssi hladinu
virulence byly z hlediska morfologie fluidni, naopak kmeny LMG 3685, RICP 5074 a CRI

8050, které se projevily jako nejméné virulentni, byly kmeny nefluidni a intermedialni.
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6 Diskuse

V¢casna a predevsSim spravna diagndza choroby je zdkladem pro uspésnou ochranu
proti bakterialnimu vadnuti a rakoviné rajcete zptisobené karanténni bakterii C. m. subsp.
michiganensis. Dle mezinarodnich diagnostickych protokold vydanych EPPO je
diagnostika zaloZena na izolaci patogena z rostlinnych pletiv na semiselektivnim médiu a
nasledné identifikaci podezielych bakteridlnich kolonii pomoci nejméné dvou riznych
identifikacnich testd (EPPO/CABI, 2005). Ruzné diagnostické metody pouzivané pro
identifikaci C. m. subsp. michiganensis maji své vyhody a nevyhody spojené s jejich
citlivosti a Casovou ndroc¢nosti a jsou také rozdilné spolehlivé. Aby nedochdzelo k chybné
diagndze, kterda by mohla vést k neomezenému Sifeni patogena, mély by byt pro jeho
identifikaci pouzivany co nejspolehlivéjsi metody (Ledn et al., 2006).

V této praci byla metabolicka aktivita vybranych kment C. m. subsp. michiganensis
testovana pomoci mikrobidlniho identifikaéniho systému Biolog Bacteria s vyuzitim
pocitatového programu MicroLog™?2 a databaze pro grampozitivni bakterie. Testovdno
bylo 31 pievazné fluidnich kment pochazejicich ze sbirky oddé€leni bakteriologie
Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. — Praha. VSechny tyto kmeny byly
v ptedchozim testovani metodami IFA a PCR identifikovany jako C. m. subsp.
michiganensis, jejich identita tedy byla prokazana. Podle identifikaénich kritérii firmy
Biolog Bacteria, dle kterych je organismus identifikovan pii SIM > 0,500 byl pouze jeden
kmen z31 testovanych identifikovan jako Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, tedy az na uroven poddruhu. DalSich 10 kment bylo identifikovano jako
Clavibacter michiganensis, tedy na troveni druhu a 20 kmentu nebylo identifikovano.
Pokud by za identifikované byly povazovany i kmeny, u kterych hodnota indexu similarity
SIM > 0,100, bylo by identifikovano alesponn na urovent druhu 19 kmenl oproti 11
identifikovanym kmentm pii SIM > 0,500. Pfi vyjadieni v procentech by to bylo 61,3 %
kment identifikovanych na uroven druhu pii SIM > 0,100 oproti pouhym 35,5 % kment
identifikovanych na troven druhu pii SIM > 0,500. Pti dodrzovéni kritérii stanovenych
vyrobcem bylo vSak identifikovano jen 35,5 % na uroven druhu s jednou vyjimkou na
uroveit poddruhu. Z vysledkd téchto pokust se tedy mikrobidlni identifika¢ni systém
Biolog Bacteria jevi jako pomérné nespolehliva metoda pro identifikaci C. m. subsp.

michiganensis.
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Kaneshiro et al. (2006) ovérovali spolehlivost monoklondlni protilatky MAb Cmm1
pro odliseni C. m. subsp. michiganensis od saprofytickych mikroorganismu. Identifikace
patogena pomoci této protilatky byla porovnavéna s identifikaci pomoci metody Biolog
Bacteria. Autofi ve své studii uvadéji, ze metodou Biolog Bacteria byly identifikovany
virulentni, hypovirulentni i avirulentni kmeny tohoto patogena, pfi¢emz virulentni kmeny
vykazovaly vyssi index podobnosti nez kmeny hypovirulentni a avirulentni. VSechny
kmeny v8ak byly identifikovany spolehlivé pouze na uroven druhu a v nékterych piipadech
jen na troven rodu. Poddruhy identifikované touto metodou se lisily a dokonce i virulentni
kmeny C. m. subsp. michiganensis byly chybné identifikovany jako C. m. subsp.
tesselarius. Metoda Biolog Bacteria byla oznacena vy$e zminénymi autory jako spolehliva
pouze pro identifikaci patogena na uroven druhu a jako vhodnéjsi zptsoby pro identifikaci
bakterie C. m. subsp. michiganensis uvedli metody IFA a neptima ELISA s vyuZzitim
monoklonalni protilaitky MAb Cmm1.

Kokoskova et al. (2005) zkoumali spolehlivost riznych diagnostickych metod pro
identifikaci bakterie C. m. subsp. sepedonicus, ktera zpuisobuje bakterialni krouzkovitost
bramboru. Tato bakterie je blizce piibuzna bakterii C. m. subsp. michiganensis, se kterou
vykazuje mnoho shodnych vlastnosti a stejné jako C. m. subsp. michiganensis vytvaii vice
¢i méné fluidni bakterialni kolonie. Kokoskova et al. (2005) stejné jako Kaneshiro et al.
(2006) uvadégji, ze vSechny testované kmeny byly metodou Biolog Bacteria spolehlivé
identifikovany pouze na roven druhu ¢i rodu a v mnoha piipadech nebyly identifikovany
vibec. Vysledky vyzkumu téchto autord se shoduji s vysledky této diplomové prace.
Kokoskova et al. (2005) dale uvadéji, ze pomoci metody Biolog Bacteria byly fluidni
kmeny identifikovany sice spolehlivéji nez nefluidni, ale ani fluidni kmeny nebyly
identifikovany uspokojivé. Metodu Biolog Bacteria autofi oznacili jako nedostatecné
spolehlivou pro identifikaci bakterie C. m. subsp. sepedonicus a jako spolehlivejsi metody
pro identifikaci tohoto patogena doporucili metody PCR, IFA a FAA.

Metoda PCR je zalozena na detekci C. m. subsp. michiganensis pomoci
plazmidovych markeri. Usp&inost této metody tedy zavisi na pfitomnosti plazmidu
nesouciho gen patogenity pat-1. V bakterialnich bunikach C. m. subsp. michiganensis vsak
muze dojit ke ztraté tohoto plazmidu a tak tato metoda poskytuje n€kdy falesné negativni
vysledky (Kaneshiro, Alvarez, 2001). Tuto informaci potvrdili 1 Bella et al. (2007), ktefi
analyzovali vzorky rostlinnych pletiv sklenikovych rajcat vykazujicich symptomy typické
pro bakterialni vadnuti a rakovinu rajéete. Kolonie grampozitivnich bakterii morofologicky

shodnych s C. m. subsp. michiganensis byly izolovany zrostlinnych pletiv a byly
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podrobeny identifikaci metodou PCR s pouzitim specifickych plazmidovych primera
CMMS5/CMMB6. Pritomnost patogena vSak nebyla pomoci testit PCR prokdzana, a to ani pfi
analyze izolovanych bakterialnich kolonii, ani pfi pfimé analyze napadenych rostlinnych
pletiv. Izolované bakterialni kolonie tedy byly podrobeny dal$im analyzam pomoci metody
Biolog Bacteria a aglutinaéni metody se specifickou protilditkou. Obé tyto metody
identifikovaly bakterie jako C. m. subsp. michiganensis. Identita patogena byla potvrzena i
V testech patogenity na rostlinach rajcete, které 14 dni po inokulaci vykazovaly vadnuti a
diskoloraci cévnich svazkli. Z toho bylo vyvozeno, ze i1 v pfirodni populaci se vyskytuji
virulentni kmeny C. m. subsp. michiganensis, které neobsahuji plazmid, na jehoz
pritomnosti je zalozena detekce pomoci metody PCR, a tudiz tato metoda neni vzdy
spolehliva. Systém Biolog Bacteria v tomto pfipad€ spravné identifikoval patogena az na
uroveit poddruhu a byl oznacen jako spolehliva metoda pro identifikaci C. m. subsp.
michiganensis na rozdil od metody PCR, ktera poskytla chybné vysledky.

Bella et al. (2007) pro vyhodnoceni zbarveni mikrodesticek pouzili pfistrojovou
¢tecku specidlné vyrobenou pro tento identifikacni systém a pro identifikaci patogena
vyuzili pocitaCovy program MicroLogTM3, na rozdil od pokusit v této diplomové praci, kde
bylo zbarveni Biolog desti¢ek vyhodnocovano pouhym okem a k identifikaci bylo vyuzito
programu MicroLog™?2. Vzhledem k moznym nepfesnostem pii vyhodnocovéni zbarveni
mikrodesti¢ek pouhym okem a k pouziti starsi verze programu MicroLog ™ by tyto rozdily
v provedeni metody Biolog Bacteria mohly mit vliv na vysledky identifikacnich testt.

Kokoskova a Kudela (2002) uvadéji, ze fluidni kmeny C. m. subsp. sepedonicus
vykazovaly vy$s§i metabolickou aktivitu nez kmeny nefluidni a proto byly metodou Biolog
Bacteria identifikovany castéji nez kmeny nefluidni. Tato metoda se vSak neukazala jako
dostate¢né spolehliva ani pfi identifikaci fluidnich kment C. m. subsp. sepedonicus.
Predpokladana vyssi metabolicka aktivita fluidnich kment C. m. subsp. michiganensis
V porovnani s nefluidnimi kmeny této bakterie méla byt ovétovana v této diplomové praci.
Vybrané kmeny C. m. subsp. michiganensis, které byly ptevazné fluidni, byly testovany
pomoci identifikaéniho systému Biolog Bacteria. Vzhledem ktomu, ze na Uroven
poddruhu byl identifikovan pouze jeden kmen a na troven druhu pouze 35,5 % kment, se
tato metoda prokazala jako nespolehliva pro identifikaci fluidnich kment C. m. subsp.
michiganensis, a nem¢lo tak smysl ovéfovat kmeny nefluidni.

Kaneshiro et al. (2006) uvadéji pro metodu Biolog Bacteria stejnou pritkaznost pro

kmeny C. m. subsp. michiganensis tvotici typické fluidni bakterialni kolonie i pro kmeny,
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které tvofi kolonie nefluidni. Stupenn identifikace uvadéji stejné jako vysledky této
diplomové prace pouze na uroven druhu.

Vzhledem k vysledkim testd provadénych pomoci metody Biolog Bacteria byla pro
testy patogenity na rostlinach rajéete vybrana skupina dalSich kment C. m. subsp.
michiganensis. Tato skupina obsahovala 11 kment vyznacujicich se rozdilnou morfologii
bakterialnich kolonii. Z téchto 11 kmend jich 5 vytvarelo typické fluidni mukdzni kolonie,
3 byly intermedidlni neboli semifluidni a 2 byly nefluidni. Kmeny pochazely z ¢eské
sbirky bakterii oddéleni bakteriologie Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. — Praha
(RICP — Research Institute of Crop Production; CRI — Crop Research Institute) a z
belgické sbirky (BCCM/LMG - Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms,
Gent). Porovname-li virulenci ¢eskych kmentu C. m. subsp. michiganensis s virulenci
kmenti zahrani¢nich dle vypocteného koeficientu napadeni, mizeme fici, ze v obou
skupinach se vyskytovaly vice i méné virulentni kmeny a z hlediska ptivodu kment tedy
nebyl pozorovan vyznamny rozdil v jejich virulenci.

Arnold et al. (2007) se vénovali vyzkumu vlivu stresovych podminek na virulenci
patogenti a dosli K zavéru, ze zmény v genomu patogena zapficifiujici zmény ve virulenci
jsou zpusobeny vystavenim stresovym podminkam, jako jsou napiiklad vysoké ¢i nizké
teploty a nedostatek zivin. Tyto stresové podminky, ve kterych je patogen nucen upravit
svilj metabolismus, upfednostitujic vlastni pfeziti pfed rozmnoZovanim, mohou aktivovat
zmény v genomu patogena vedouci ke zvySeni virulence. Oproti pfirozenému prostiedi, ve
kterém je patogen vystaven vlivu vSech téchto stresovych faktorti by tedy pii jeho
dlouhodobém uchovavani v umélych podminkach mohlo dochézet ke sniZzeni jeho
virulence.

V této praci byly testovany kmeny C. m. subsp. michiganensis rizného stati, tedy
uchovavané rizné dlouhou dobu v laboratornich podminkach. Zahrani¢ni kmeny LMG a
Ceské kmeny RICP byly uchovavany ve sbirkdch delSi dobu nez Ceské kmeny CRI.
Porovname li virulenci kment z hlediska délky doby jejich uchovavani, pozorujeme, ze 1
dlouhou dobu uchovéavané kmeny, a to jak Ceské tak i zahranicni, se projevily jako vysoce
virulentni. U mlads$ich kmen CRI byl pozorovan jak nizsi tak vyssi stupenn virulence.
Nelze tedy tvrdit, ze star§i kmeny z hlediska doby jejich uchovéavani ve sbirkach by
vykazovaly snizenou virulenci.

Hlavnim pfedmétem této casti vyzkumu v této praci bylo zjisténi rozdild ve stupni
virulence mezi fluidnimi a nefluidnimi kmeny C. m. subsp. michiganensis. Pomoci testi

patogenity na nachylné odriidé rajéete Sejk mélo byt zjisténo, zda morfologie bakterialnich
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kolonii riiznych kmenti tohoto patogena ovliviiuje stupeii jejich virulence. Kokoskova et al.
(2005) zjistili vliv morfologie bakterialnich kolonii C. m. subsp. sepedonicus na jejich
virulenci pomoci testi patogenity na rostlinach bramboru. Uvadéji, ze fluidni kmeny
tohoto patogena vyvolavaly po inokulaci rostlin typické symptomy pro bakteridlni
krouzkovitost bramboru, zatimco po inokuliaci nefluidnimi a intermedialnimi kmeny byly
na bramboru Castéji pozorovany atypické nebo nebyly pozorovany zddné symptomy této
choroby. Rostliny inokulované fluidnimi kmeny navic vykazovaly piiznaky choroby diive
a s veétsi intenzitou nez rostliny inokulované nefluidnimi kmeny. Fluidnéjsi kmeny se tedy
projevovaly jako vice virulentni. Toto tvrzeni vSak neplatilo pro vSechny testované kmeny
a nelze s jistotou fici, Ze virulence bakterie C. m. subsp. sepedonicus je ovlivnéna fluiditou
jejich bakteridlnich kolonii. Tvrzeni, Ze existuje vztah mezi morfologii bakteridlnich
kolonii a virulenci bakterialnich kmend C. m. subsp. sepedonicus popfeli i autoti Westra a
Slack (1992).

Podle vysledku této prace se nefluidni kmeny C. m. subsp. michiganensis projevily
jako mén¢ virulentni ve srovnani s kmeny fluidnimi, které vykazovaly vysoky stupen
virulence. Fluidni kmeny se vyznacuji vyssi produkcei exopolysacharidil a teoreticky vyssi
metabolickou aktivitou. Pfedpoklad, Zze tyto kmeny by mohly vykazovat i vyssi stupen
virulence ve srovnani s nefluidnimi kmeny, byl tedy s ohledem na vysledky této prace
potvrzen. V rozporu s témito vysledky Kaneshiro et al. (2006) uvad¢ji, Ze 1 kmeny C. m.
subsp. michiganensis vyznacujici se nefluidnimi bakterialnimi koloniemi zptsobovaly
typické ptiznaky pro bakteridlni vadnuti rajcete.

Fluidita bakteridlnich kolonii je ovlivnéna produkci exopolycharidi (EPS)
bakterialnimi bunikami a jejich chemickym sloZenim. Jahr et al. (1999) uvadéji, Ze EPS
plni mnoho vyznamnych funkci pro vyvoj bakteridlni buiiky a jejich produkce je
predpokladem pro uspé&Snou infekci rostliny rajéete a rozvoj choroby. Bermpohl et al.
(1996) ve své studii prokdzali, Ze riizné slozeni EPS je spojeno se schopnosti kolonizovat
rostlinnd pletiva a hraje roli pfi rozpozndni bakterii rostlinou v ranych stadiich infekce.
Tito autofi rozde¢lili kmeny C. m. subsp. michiganensis do dvou skupin na zakladé
rozdilného chemického sloZzeni EPS. Do prvni skupiny zahrnuli kmeny tvotici fluidni
bakteridlni kolonie s typickym sloZzenim EPS, které byly schopny kolonizovat cévni svazky
rajcat a do druhé skupiny zatadili nefluidni kmeny, tedy kmeny s atypickym slozenim EPS,
které nebyly schopny uspé$né kolonizace rostlinnych pletiv. Z toho vyplyva, ze nckteré
nefluidni kmeny vyznacujici se produkci EPS s atypickym chemickym sloZenim nejsou

VYV v

schopny uspésné kolonizovat rostlinna pletiva a jsou tedy avirulentni.
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Gartemann et al. (2003) vSak ze svého vyzkumu vyvodili, Ze produkce EPS neni hlavnim
faktorem virulence bakterie C. m. subsp. michiganensis.

Virulence tohoto patogena je kromé produkce EPS ovlivnéna i dalSimi faktory,
predevsim produkei extracelularnich enzymii. Produkce téchto enzymu je kodovana geny
lokalizovanymi v plazmidech bakterialni bunky. Vzhledem k mozné ztraté téchto plazmida
Vv bakteriadlni buiice tak muze dojit i ke snizeni ¢i ztraté virulence (Jahr et al., 2000).
Kaneshiro et al. (2006) uvadéji také zavislost odriidy rajcete na projevu virulence riiznych
kment C. m. subsp. michiganensis. Na stupni virulence této bakterie se tedy podili mnoho
ruznych faktori. Pusobeni téchto faktord v jejich riznych kombinacich tak muze
Zpusobovat rizné vysledky v testech patogenity na rostlinach rajcete. Timto by mohl byt
vysvétlen rozdil v zavérech vyzkumu autord Kaneshiro et al. (2006) a zavérech
vyvozenych z vyzkumu provadéného v ramci této diplomové prace. V testech patogenity
provadénych v ramci této prace se fluidni kmeny projevily jako virulentnéjsi nez kmeny
intermedialni a nefluidni. Z téchto vysledkti by tak bylo mozno vyvodit, ze virulence
bakterie C. m. subsp. michiganensis je ovlivnéna jeji morfologii. Vzhledem k odlisnym
vysledkim jinych autorli v§ak nelze s jistotou prokézat platnost tohoto tvrzeni.

Morfologie bakterialnich kolonii C. m. subsp. michiganensis je pravdépodobné
jednim z faktorti, které ovliviiuji stupenn virulence tohoto patogena. Celkovy projev
virulence této bakterie je vSak ovlivnén mnoha dal§imi faktory a nelze vZdy jednoznaéné
zavéru by bylo mozné dospét po ovéieni vétsiho poctu kmentt C. m. subsp. michiganensis
s rozdilnou morofologii, ponévadZz soubor s veétsi mnoZinou prvki by mohl podat
spolehlivéjsi vysledky. Do testl patogenity by napiiklad bylo také mozné zahrnout 1 dalsi
odridy rajéete a v nasledujicich pokusech by kromé morfologie bakteridlnich kolonii
patogena také mohly byt zohlednény nékteré dalsi faktory ovliviiuyjici projev virulence

tohoto patogena.
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7 Zavér

Tato diplomova prace si kladla za cil ovéfit, zda morfologicka variabilita riiznych
kment C. m. subsp. michiganensis ma vliv na jejich metabolickou aktivitu a virulenci.

Pro posouzeni metabolické aktivity byly morfologicky odlisné kmeny tohoto
patogena podrobeny testovani mikrobidlnim identifikacnim systémem Biolog Bacteria,
ktery rozliSuje bakterie na zdklad¢ toho, jak vyuzivaji rizné zdroje uhliku. Identita vSech
vybranych kment byla prokdzana v predchozich diagnostickych testech metodami IFA a
PCR. Vsouladu s identifikaénimi kritérii programu MicroLog™?2 verze 4.01B firmy
Biolog Bacteria byl z celkového poctu 31 pievazné fluidnich kmeni identifikovan pouze 1
kmen jako Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tedy az na uroven poddruhu.
Dalsich 10 kment bylo identifikovano jako Clavibacter michiganensis, tedy pouze na
uroven druhu a 20 kmeni nebylo identifikovano vibec. Pfi vyjadieni v procentech to bylo
pouze 35,5 % kment identifikovanych alespoii na urovenn druhu. Mikrobidlni identifika¢ni
systém Biolog Bacteria byl z diivodu takto nizké procentuality identifikovanych kment
shledan jako nedostate¢né spolehlivy pro identifikaci C. m. subsp. michiganensis.
Vzhledem k podobnym zavéram dalSich autord by identifikace tohoto patogena méla byt
zaloZena na spolehlivéjSich metodéch jako naptiklad IFA nebo ELISA.

Druh Clavibacter michiganensis je rozdélen do péti poddruhti podle jejich
typickych hostitelii. Kazdy poddruh tohoto patogena je uzce specializovan na kolonizaci
pletiv ur€itého rostlinného druhu. Poddruh C. m. subsp. michiganensis je jako jediny
z vySe zminénych péti poddruhii specializovan na kolonizaci cévnich svazka rajcete. Na
rostlindch rajcete se tedy nemulzZe vyskytovat Zadny jiny poddruh tohoto bakteridlniho
druhu. Z toho vyplyva, ze vysledky ziskané metodou Biolog Bacteria jsou postacujici i
pies to, ze dokaze spolehlivé identifikovat patogena pouze na uroven druhu. Tato metoda
tedy mize byt v bézné rostlinolékaiské praxi pouzivana pro identifikaci C. m. subsp.
michiganensis v kombinaci s dalsimi diagnostickymi metodami.

Sohledem na vysledky piedchoziho vyzkumu byla u fluidnich kment
pfedpokladdna vyS$i Uroveil metabolické aktivity neZ u kmenid nefluidnich a
intermedialnich. Vzhledem Kk tomu, Ze mikrobialni identifikac¢ni systém Biolog Bacteria
neumoznil spolehlivou identifikaci ani fluidnich kmenti, nemélo smysl testovat touto
metodou kmeny nefluidni, které vykazuji vétSinou niz§i metabolickou aktivitu nez kmeny

fluidni.
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Pro ovéfeni vlivu morfologické variability riznych kmeni C. m. subsp.
michiganensis na jejich virulenci byly provedeny testy patogenity na rostlinach rajcete.
Vyssi stupeni napadeni vykazovaly rostliny inokulované fluidnimi kmeny C. m. subsp.
michiganensis, naopak kmeny nefluidni a intermedialni se projevily jako méné virulentni.
Z 11 testovanych kment 4 nejvice virulentni kmeny byly fluidni a 4 nejmén¢ virulentni
kmeny byly nefluidni a intermedidlni. Mezi hladinami virulence nejvice a nejméné
virulentnich kment byl shledan signifikantni rozdil. Z hlediska morfologie se tedy kmeny
tvortici typické fluidni bakteridlni kolonie projevily jako virulentnéjsi nez kmeny, jejichz
bakteridlni kolonie byly nefluidni a intermedialni. Z toho bylo vyvozeno, ze morfologie
riznych kmend C. m. subsp. michiganensis ma vliv na jejich virulenci. Pfesnéji feceno,
morfologie je jednim z faktord podilejicich se na projevu virulence tohoto patogena. Jeho
celkova hladina virulence je totiz podminéna mnoha dal$imi faktory, které mohou mit vliv
na vysledky pokusii. Pro potvrzeni zavéru vyvozeného z vysledka této prace by bylo
zapotiebi ovérit veétsi pocet kmenid C. m. subsp. michiganensis s rozdilnou morofologii,
ponévadZ soubor s vEétsi mnoZzinou prvki by mohl podat spolehlivéjsi vysledky a do testh
patogenity by bylo vhodné zatadit naptiklad i dalsi odridy rajcete ¢i zohlednit jiné faktory
ovliviyjici virulenci tohoto patogena.

Vysledky pokusti byly posouzeny také z hlediska vlivu rizného ptivodu kmenii a
z hlediska vlivu jejich stafi neboli délky doby jejich uchovéavani v bakteriologickych
sbirkach na jejich virulenci. V testech patogenity vykazovaly kmeny pochazejici ze
zahrani¢ni sbirky i1 z ¢eskych sbirek rGznou virulenci. Porovnanim virulence ¢eskych a
zahrani¢nich kment bylo zjisténo, Ze ptivod kmenti nemél vliv na hladinu jejich virulence.
Stejn¢ tak nebyl prokdzdn vyznamny vliv délky wuchovavani kmenii patogena

Vv bakteriologickych sbirkach na stupen jejich virulence.
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Prilohy

8.1 Tabulky

Tabulka 7 Vzorovy metabolicky profil bakterie C. m. subsp. michiganensis navrzeny

firmou Bilog Bacteria
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Tabulka 8 Priklad identifikace kmene 7011 identifikovaného na uroven poddruhu C. m.

subsp. michiganensis pomoci mikrobialniho identifika¢niho systému Biolog Bacteria
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Species ) PROB  5i DIST TYPE
=>1) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS MICHIGANENSE 89 6.20 GP-ROD CAT+
2 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS NEBRASKENSE 6 710  GP-ROD CAT+
3 ) ARTHROBACTER ILICIS 4 7.24  GP-ROD CAT+
4 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS 1 7.84 GP-ROD CAT+
5 ) RATHAYIBACTER TRITICI 0 9.00 GP-ROD CAT+
6 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS INSIDIOSUM 0 9.00 GP-ROD CAT+
7 ) MICROBACTERIUM SPP. (CDC.A-4) 0 942 GP-RCD
8 ) CORYNEBACTERIUM AQUATICUM (AUREOBACTERIUM) 0 9.52 GP-ROD CAT+
9 ) AUREOBACTERIUM TESTACEUM 0 9.63 GP-ROD CAT+
10 ) ARTHROBACTER WOLUWENSIS 0 0.000 10.23 GP-ROD CAT+
Other )
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Tabulka 9 Priklad identifikace kmene 7010 identifikovaného na troven druhu C.
michiganensis a poddruhu C. m. subsp. tessellarius pomoci mikrobialniho identifika¢niho

systému Biolog Bacteria

Program : Biolog MicroLog2 4.01B
Read Time 1 Apr 25 2008 2:32 PM
Incubation Time 1 16-24
Sample Number ¥2
Plate Type 1GP2
Strain Type : GP-ROD CAT+
Strain Number 17010
Strain Name : Calvibacter michiganensis michiganensis
Other ;
Data Generation Mode : Manual
Number +/b/- Reactions :18./22/56
Database To Search : MicroLog
Data Base(s) Searched : C:\ BIOLO~1\GP401.KIC

1 2 3 4 5 6 A - | 10 11 12
A - - S - = = { n - » {/}
B | { - {h <+> <+> - <+> - <+> <> <+> =
& i <+> <+> <+> { <+> <+> - - o 1 = =
D {h " <+> <+> {n - { <+> - {n - <+>
S | - ;S
Foo- -« = - e - - - e
s @ - - - - W - - B’ - - B
I . T T /)

=> Species ID : CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS <=

Species R ~ PROB SIM DIST TYPE

=>1) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS 93 0.862 1.09 GP-ROD CAT+
2 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS NEBRASKENSE 0.048 2.04 GP-ROD CAT+
3 ) CURTOBACTERIUM ALBIDUM 0.010 258 GP-ROD CAT+
4 ) CURTOBACTERIUM CITREUM 0.001 3.28 GP-ROD CAT+
5 ) CORYNEBACTERIUM AQUATICUM (AUREOBACTERIUM) 0.000 3.66 GP-ROD CAT+
6 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS MICHIGANENSE 0.000 445 GP-ROD CAT+
7 ) CURTOBACTERIUM PUSILLUM 0.000 455 GP-ROD CAT+
8 ) CURTOBACTERIUM LUTEUM 0.000 488 GP-ROD CAT+

) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS INSIDIOSUM 0.000 5.81 GP-ROD CAT+
10 ) JONESIA DENITRIFICANS 0.000 590 GP-ROD CAT+
Other)

O OO OO0 O -~O,o
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Tabulka 10 Piiklad

C. michiganensis a poddruhu C. m. subsp. nebraskensis

identifikace kmene

7033

identifika¢niho systému Biolog Bacteria

Program

Read Time

incubation Time
Sample Number

Plate Type

Strain Type

Strain Number

Strain Name

Other

Data Generation Mode
Number +/b/- Reactions
Database To Search
Data Base(s) Searched

: Biolog MicroLog2 4.01B

1 Apr 18 2008 4:43 PM
1 16-24

3

: GP2

: GP-ROD CAT+
17033

: Clavibacter michiganensis michiganensis

: Manual

15125156

: MicroLog

: C:\_BIOLO~1\GP401.KIC

identifikovaného na uroven druhu

pomoci mikrobialniho

1 2 3 4 5 6 7. 8 19 10 M 12

A . iR B B .
B i - {} <h> <+> - <+> - <+> <+> -
c <+>- {f} <+> 3 <+> <+> - - - i - -
(/R (R A ()
E - B B - == B - = W . = =

F - - - - - <+> - - {} - - -

, I S (S .

H o <> L

=> Species ID : CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS NEBRASKENSE <=
Species o R o - PROB SIM DIST TYPE

=>1) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS NEBRASKENSE 99 0.878 1.69  GP-ROD CAT+
2 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS 0 0.004 351 GP-ROD CAT+
3 ) CURTOBACTERIUM CITREUM 0 0.002 3.75 GP-ROD CAT+
4} CORYNEBACTERIUM AQUATICUM (AUREOBACTERIUM) 0 0.001 3.84 GP-ROD CAT:
5 ) AUREOBACTERIUM FLAVESCENS 0 0.000 4.52 GP-ROD CAT+
6 ) CURTOBACTERIUM ALBIDUM 0 $.000 515 GP-ROU CAT+
7 ) SANGUIBACTER INULINUS 0 0.000 570 GP-RODC
8 ) CURTOBACTERIUM LUTEUM ¢ 0.660 579 GPR-RODC
9 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS INSIDIOSUM 0 0.000 594 GP-ROD CAT+
10 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS MICHIGANENSE 0 0.000 6.05 GP-ROD CAT+
Other )
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Tabulka 11 Piiklad

identifikace kmene 7174

identifikovaného na

aroven druhu

C. michiganensis a poddruhu C. m. subsp. insidiosus  pomoci mikrobialniho
identifika¢niho systému Biolog Bacteria

Program : Biolog MicroLog2 4.01B
Read Time - Mar 04 2008 3:45 PM
incubation Time 1 16-24
Sample Number 5]
Plate Type : GP2
Strain Type : GP-ROD CAT+
Strain Number :CRI 7174
Strain Name : Clavibacter michiganensis
Other : rajce
Data Generation Mode - Manual
Number +/b/- Reactions :9/17/70
Database To Search : MicroLog
Data Base(s) Searched : C:\_BIOLO~1\GP401.KIC

1 2 3 4 5 6. T 8 9 10 19 12
L S T
B i - {1 <+> <+> - i - - {} <+>
G {h {/} <+> {/} <+> <+> v - - {/} - =
by - - - @B - - B Bw - < - <
E ' R T
F = =, . & ~ - = i = =5 = &
G - - - - - - - - <+>
] {n i & 4 Y & o % 9 4 =

=>Genus ID : CLAVIBACTER <=
Species PROB SIM  DIST TYPE

=>1) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS INSIDIOSUM 0.444 023 GP-ROD CAT-
2 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS NEBRASKENSE --- 0.273 0.39 GP-RCD CATH
3 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS 0.222 0.46 GP-ROD CAT+
4 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS MICHIGANENSE 0.027 1.16  GP-ROD CAT+
5 ) CURTOBACTERIUM CITREUM - 0.008 1.65 GP-ROD CAT+
6 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS SEPEDONICUM - 0.000 264 GP-ROD CAT+
7 ) AUREOBACTERIUM FLAVESCENS 0.000 265 GP-ROD CAT+
8 ) RATHAYIBACTER TRITICI - 0.000 3.05 GP-ROD CAT+
g 5 CORYNEBACTERIUM AQUATICUM (AUREOBACTERIUM)  --- 0.000 3.07 GP-ROD CAT+
10 ) CORYNEBACTERIUM MASTITIDIS --- 0.000 3.32 GP-ROD CAT+
Other ) :
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Program

Read Time

. Biolog MicroLog2 4.01B

: Apr 11 2008 3:14 PM

Tabulka 12 Piiklad identifikace kmene 7007 neidentifikovaného ani na Urovefi druhu

C. michiganensis pomoci mikrobialniho identifika¢niho systému Biolog Bacteria

Incubation Time 1 16-24

Sample Number 43

Plate Type : GP2

Strain Type : GP-ROD CAT+

Strain Number 1 7007

Strain Name . Clavibacter michiganensis michiganensis
Other :

Data Generation Mode - Manual

Number +/b/- Reactions 127122147

Database To Search : MicroLog

Data Base(s) Searched : C:\_BIOLO~1\GP401.KIC

1 2 3 4 5 6 7 B9 0 11 12
A e | T (| S
B {1} <+>- <+> <+> <+> - <+> - <+> <+> <+> =
(6] <+> <+> <+> <+> <+> <+> <+> <4+> {/} { - =
D {} - <+> <+> {h - - <+> - { {h <4+>
E = <HF>- <> <+> <+> = s & {h 2 5 =
F - - - - - <+> - = i = = =
G n - {n { - " = - { . - S
H n © = {} g - : - . { : =

=> Species ID : CURTOBACTERIUM ALBIDUM <=

Species ) ~____PROB SIM DIST TYPE

=>1) CURTOBACTERIUM ALBIDUM 87 0.734 239 GP-ROD CAT+
2 ) CURTOBACTERIUM CITREUM 11 0.084 3.1 GP-ROD CAT+
3 ) CURTOBACTERIUM PUSILLUM 2 0.016 3.66 GP-ROD CAT+
4 ) CURTOBACTERIUM LUTEUM 0 0.000 6.23 GP-ROD CAT+
5 ) CURTOBACTERIUM FLACCUMFACIENS 0 0.000 6.60 GP-ROD CAT+
6 ) CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS TESSELLARIUS 0 0.000 Ak GP-ROD CAT+
Z 3 CLAVIBACTER MICHIGANENSE SS MICHIGANENSE 0 0.000 7.50 GP-ROD CAT+
8 ) JONESIA DENITRIFICANS 0 0.000 7.72 GP-ROD CAT+
9 ) CORYNEBACTERIUM AQUATICUM (AUREOBACTERIUM) 0 0.000 8.87 GP-ROD CAT+
10 ) MICROBACTERIUM IMPERIALE 0 0.000 9.19  GP-ROD CAT+
Other )
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8.2 Obrazky

Obrazek 1 Priznaky bakteridlniho vadnuti rajéete, vlevo: unilateralni vadnuti listu,
vpravo: nekréza stonku

https://www.genetik.uni-bielefeld.de/GenoMik/cluster2.html

Obrazek 2 Rostlina rajcete infikovana C. m. subsp. michiganensis
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_i
mages.htm
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https://www.genetik.uni-bielefeld.de/GenoMik/cluster2.html
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm

Obrazek 3 Sazenice rajcete dva tydny po inokulaci C. m. subsp. michiganensis
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_i
mages.htm

Obrazek 4 Priznaky bakterialniho vadnuti rajéete na plodech rajcete
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_i
mages.htm

72


http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm
http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Clavibacter_m_michiganensis/CORBMI_images.htm

Obrazek 5 Okrajové nekrozy listki rajéete pii infekci C. m. subsp. michiganensis

http://www.extension.org/article/18337

Obrazek 6 Skvrny typu “ptaci oko” na plodu rajéete infikovaném C. m. subsp.
michiganensis

http://www.extension.org/article/18337
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http://www.extension.org/article/18337
http://www.extension.org/article/18337

Obrazek 7 Fluidni bakterialni kolonie C. m. subsp. michiganensis na um¢lém kultivaénim
médiu

Foto: B. Kokoskova

Obrazek 8 Nefluidni bakteridlni kolonie C. m. subsp. michiganensis na umélém
kultiva¢nim médiu

Foto: B. KokoSkova
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Obrazek 9 Diskolorace cévnich svazkl na prifezu stonku rajcete pii infekci C. m. subsp.
michiganensis
Foto: J. Fousek
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